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SUMMARY 
1 
Summary 
All  cells  are  delimited  by membranes  that  protect  the  cell  from  the  surrounding 
environment.  In  eukaryotic  cells  the  same  principle  applies  at  subcellular  level 
where  membranes  delimit  functional  cell  organelles.  The  membrane  structure, 
properties and function are defined in part by their lipid composition. Lipidomics is 
the  large‐scale  study  of  pathways  and  networks  of  cellular  lipids  in  biological 
systems.  It  involves  the  identification  and  quantitation  of  cellular  lipid molecular 
species  and  their  interactions  with  other  lipids,  proteins,  and  other  metabolites. 
Lipidomics has been greatly facilitated by recent advances in ionization technology 
and mass  spectrometric  capabilities which  have  simplified  the  sample  processing 
prior to analysis, giving rise to shotgun lipidomics. Shotgun lipidomics is fast, highly 
sensitive, and can  identify hundreds of  lipids missed by other methods. However, 
Glycosphingolipids  are  an  important  lipid  family  that  was  out  of  the  scope  of 
shotgun lipidomics due to the lack of suitable analytical tools.  
The  aim  of  my  thesis  was  two‐fold.  The  first  aim  was  the  establishment  of 
Glycosphingolipid  identification  and  quantification  by  shotgun  approach.  This 
allowed  us  to  perform  lipidomic  studies with  unprecedented  comprehensiveness 
(~300  lipid  species  from  15 different  lipid  classes)  from  low  sample  amounts  and 
with minimal sample processing. The second was the application of this technology 
in studies of  the  role of  lipids  in several processes  like vesicular carrier  formation, 
cell polarization, protein delivery to the plasma membrane and viral budding.  
This  work  resulted  in  several  findings.  We  found  that  there  is  sorting  of 
sphingolipids  and  sterols  into  plasma  membrane  targeted  vesicular  carriers  in 
budding  yeast. When  kidney  cells  change  from  a mesenchymal  to  an  epithelial 
morphology there is a profound remodeling of their lipidome, with the synthesis of 
longer, more  saturated, more hydroxylated,  and more  glycosylated  sphingolipids. 
When  these  sphingolipids  and  sterols  are  depleted  in  epithelial  cells,  the  apical 
transport  in  epithelial  cells  is  impaired. These data  strongly  support  the  idea  that 
lipid rafts play an important role in sorting and delivery of lipid and protein cargo to 
the plasma membrane. Finally, we  found  that  the envelopes of vesicular stomatitis 
virus and  Semliki  forest virus  assert  little  specificity  in  the  incorporation of  lipids 
from  the  plasma  membrane.  This  weak  specificity  seems  to  be  related  to  a 
combination of virus lipid bilayer asymmetry and curvature.   
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3 
Introduction 
1. Lipids 
All living organisms are delimited by membranes which confer them spatial identity 
and define the boundary between life and death. These membranes are composed of 
small  amphiphilic 1  molecules  called  lipids.  The  propensity  of  the  hydrophobic 
moieties  to  self‐associate  (entropically  driven  by  water),  and  the  tendency  of 
hydrophilic moieties to interact with aqueous environments and with each other, is 
the physical basis  of  the  spontaneous  formation  of membranes. This  fundamental 
principle of amphipathicity of lipids is the chemical property that enables the cells to 
segregate  their  internal  constituents  from  the  external  environment.  This  same 
principle  acts  at  the  subcellular  level  to  produce  discrete  organelles  (Vance  and 
Vance 2008).  
Although it is possible to form a lipid membrane that could act as a physical barrier 
from a single lipid component, the cell’s investment in generating the observed lipid 
diversity  it  is  quite  remarkable  (Fahy  et  al.  2009).  Noteworthy,  is  the  direct 
correlation between membrane “architectural” sophistication and lipid diversity. An 
obvious example  to  illustrate  this principle  is  the comparison between prokaryotic 
and  eukaryotic  cell  morphology  and  lipidome.  Bacteria  only  have  one  or  two 
membranes, while  eukaryotic  cells possess multiple membrane  compartments,  the 
organelles. This increase in membrane morphological complexity is reflected in their 
lipidome. Prokaryotic  cells have only a  few hundred different  lipid  species, while 
eukaryotes possess several  thousands. Contributing  to  this drastic  increase  in  lipid 
complexity number  is  the presence  in eukaryotic  cells of  two very  important  lipid 
categories  that  are  exclusive  to  eukaryotes,  sterols  and  sphingolipids  (SPs).  Not 
surprisingly,  there  is  a  growing  body  of  evidence  that  these  are  key  players  in 
vesicular  trafficking a phenomenon  exclusive  to  eukaryotic  cells  (Simons and Van 
Meer 1988; Simons and Ikonen 1997; Keller and Simons 1998; Futerman 2006; Klemm 
et  al.  2009).  This  observation  illustrates  the  interesting  dichotomy  between  lipid 
composition and cellular function which will be the central idea in this thesis. 
                                                            
1 Molecules possessing both hydrophilic and hydrophobic properties 
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1.1. Lipid diversity 
From  the  ongoing  cataloguing  of  lipid  structures,  it  is  clear  that  eukaryotic  cells 
invest  substantial  resources  in generating  thousands  of different  lipids  (Sud  et  al. 
2007). This  lipid repertoire can be comprehensively classified  in eight well‐defined 
categories (Fahy et al. 2009) (Table 1). 
Category Abbreviation
Fatty acyls  FA 
Glycerolipids GL
Glycerophospholipids GP
Sphingolipids SP
Sterol Lipids ST
Prenol Lipids  PR 
Saccharolipids  SL 
Polyketides  PK 
Table  1:  Lipid  categories  of  the  comprehensive  classification  system  in  the  LIPID MAPS 
database. 
Fatty  acyls,  a  generic  term  for  describing  fatty  acids,  their  conjugates  and 
derivatives, are a diverse group of molecules synthesized by chain‐elongation of an 
acetyl‐CoA primer with malonyl‐CoA or methylmalonyl‐CoA groups  in  a process 
called  fatty  acid  synthesis  (Brown  2007;  Vance  and  Vance  2008).  The  fatty  acid 
structure  is  one  of  the  most  fundamental  categories  of  biological  lipids,  and  is 
commonly  used  as  a  building  block  of more  structurally  complex  lipids.  Prenol 
lipids  are  synthesized  from  the  5‐carbon  precursors  isopentenyl diphosphate  and 
dimethylallyl  diphosphate  that  are  produced  mainly  via  the  mevalonic  acid  
pathway  (Kuyuzama and Seto 2003). Prokaryotes  synthesize polyprenols  in which 
the  terminal  isoprenoid unit  attached  to  oxygen  remains unsaturated, whereas  in 
animal polyprenols (dolichols) the terminal isoprenoid is reduced (Swiezewska and 
Danikiewicz  2005).  Saccharolipids  describe  compounds  in  which  fatty  acids  are 
linked  directly  to  a  sugar  backbone,  forming  structures  that  are  compatible with 
membrane  bilayers.  In  the  saccharolipids,  a  monosaccharide  substitutes  for  the 
glycerol  backbone present  in  glycerolipids  (GLs)  and  glycerophospholipids  (GPs). 
They  are  important  components  of  bacterial  membranes  (Raetz  et  al.  2006). 
Polyketides are synthesized by polymerization of acetyl and propionyl subunits by 
classic  enzymes  as  well  as  iterative  and  multimodular  enzymes  that  share 
mechanistic features with the fatty acid synthases. They comprise a large number of 
secondary metabolites and natural products from animal, plant, bacterial, fungal and 
INTRODUCTION 
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marine  sources,  and  have  great  structural  diversity  (Walsh  2004).  These  lipid 
categories will be outside the scope of this thesis. This is because they are either not 
expressed  in mammalian cells or their abundance  is so  low that they cannot play a 
structural role.  
Particularly relevant to this thesis are the 4 following lipid categories (highlighted in 
bold in Table 1). These will be described in greater detail. 
Glycerolipids (GLs) are composed mainly of mono‐, di‐ and tri‐substituted glycerols 
(Coleman and Lee 2004), the most well‐known being the fatty acid esters of glycerol 
(triacylglycerols (TAG)), also known as triglycerides. In these compounds, the three 
hydroxyl  groups  of  glycerol  are  each  esterified,  usually  by  different  fatty  acids 
(Figure 1). Because  they  function as a  food store,  these  lipids comprise  the bulk of 
storage  fat  in animal  tissues. Although very abundant  in animal cells,  triglycerides 
due  to  their  shape  cannot  be  accommodated  in  cell membranes  (see  Introduction 
section 1.2). More relevant for us is diacylglycerol (DAG). It is a glyceride consisting 
of  two  fatty  acid  chains  covalently  bonded  to  a  glycerol molecule  through  ester 
linkages. 
 
Figure 1: The common denominator of all GLs, the glycerol backbone.  
Glycerophospholipids  (GPs),  also  referred  to  as phospholipids,  are ubiquitous  in 
nature and are key components of the lipid bilayer of cells, as well as being involved 
in metabolism and cell signaling. GPs may be subdivided into distinct lipid classes 
(Figure 2C), based on  the nature of  the polar headgroup at  the sn‐3 position of  the 
glycerolphosphate backbone  (Figure 2A)  in eukaryotes and eubacteria, or  the  sn‐1 
position in the case of archaebacteria (Ivanova et al. 2007). Typically, one or both of 
these hydroxyl groups are acylated with different  long‐chain  fatty acids producing 
diacyl  lipid species. At  the sn‐1 position,  it  is also possible  to observe alkyl‐linked 
(plasmanyl  species) and 1Z‐alkenyl‐linked  (plasmenyl  species) GPs  (Figure 2B).  In 
mammalian  cells,  the  latter  typically  occurs  in  glycerophosphoethanolamine  (PE) 
containing headgroups  (1Z‐alkenyl, 2‐acyl‐glycerophosphoethanolamine or PE O‐), 
while  glycerophosphocholine  (PC)  are  usually  saturated  (1‐alkyl,  2‐acyl‐
glycerophosphocholine or PC O‐) (Paltauf 1994; Vance and Vance 2008).  
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Figure 2: A) The common denominator of all GPs, the glycerolphosphate backbone. B) Fatty 
acyls  that can be conjugated  to  the sn‐1 and sn‐2 positions. C) Polar headgroup structures 
that can be esterified to the sn‐3 position. 
Detected GP  species will be annotated by  their molecular  composition or by  their 
sum formula depending on the mode of analysis. For sum formula annotations the 
following convention was applied: 
<lipid  class>  <total number  of  carbon  atoms  in  the FA moieties>:<total number  of 
double bonds in the FA moieties>  
and for molecular composition: 
<lipid  class> <number of  carbon atoms  in  the  first FA moiety>:<number of double 
bonds  in  the  first  FA  moiety>‐<number  of  carbon  atoms  in  the  second  FA 
moiety>:<number of double bonds in the second FA moiety>. 
Sphingolipids  (SPs)  are  a  complex  family  of  compounds  that  share  a  common 
structural feature, a sphingoid long‐chain base backbone that is synthesized de novo 
from the amino acid serine and a long‐chain fatty acyl CoA (Vance and Vance 2008). 
The most common sphingoid bases are sphinganine and sphingosine. Sphinganine 
differs  from sphingosine  inasmuch as  the  latter contains a  trans 4 – 5 double bond 
being  the  most  abundant  in  mammalian  cells  (Figure  3A).  Ceramide  (Cer),  the 
simplest SP, consists of a sphingoid base to which a fatty acid is attached at C‐2 via 
N‐acylation. SPs usually  contain  saturated  fatty acids of varying  chain  length and 
degree  of  hydroxylation,  although monounsaturated  fatty  acids,  particularly with 
very  long chains, can also be found  in SPs (Goni et al. 2005) (Figure 3B). Cer  is the 
backbone  of  all  complex  SPs,  which  are  formed  by  attachment  of  different 
headgroups  at C‐1. Attachment  of phosphorylcholine group  forms  sphingomyelin 
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(SM),  and  attachment  of  glucose  or  galactose  is  the  first  step  in  the  formation  of 
Glycophingolipids  (GSLs)  (GlcCer and GalCer, respectively)  (Figure 3C). The GSLs 
are the most structurally diverse class of complex SPs, and are normally classified as 
acidic  or  neutral.  More  than  500  different  carbohydrate  structures  have  been 
described in GSLs (Schwarz and Futerman 1996; Kolter et al. 2002). The complexity 
of SPs  is  thus based on  three  structural  components,  the  sphingoid base,  the  fatty 
acid,  and  the  head  group.  The  reason  for  such  a  variety  of  SP  structures  is  not 
known, but implies an as‐yet unknown degree of functional complexity. 
 
Figure 3: A) The  common denominator of all mammalian SPs,  the  sphingosine. B) Amide 
linked  fatty  acid  that  can  be  conjugated  to  the  amino  group  at  the C2 position. C) Polar 
headgroup structures that can be conjugated to the C1 (see text for details).      
Although the potential structural complexity that can be generated by the structural 
components of GSLs  is overwhelming, only  subsets of  these are  expressed due  to 
tight  regulation  of  the  biosynthetic  pathways  (Vance  and  Vance  2008).  This 
specificity  seems  to be organism and  tissue dependent and  it  is hypothesized  that 
this might have  functional  implications. For  the  cell  lines  studied here, only seven 
GSLs seem to be expressed in a high enough level to have structural impact on the 
membrane (Renkonen et al. 1971; Hansson et al. 1986) (Table 2). 
GSL class  Structure
Glucosylceramide (GlcCer)  Glcβ‐Cer 
Galactosylceramide (GalCer)  Galβ‐Cer 
Lactosylceramide (LacCer)  Galβ‐Glcβ –Cer 
Digalactosylceramide (Ga2Cer) Galβ‐Galβ‐Cer 
Sulfatide (Sulf)  HSO3‐3Galβ‐Cer 
GM3  NeuAcα2‐3Galβ1‐4Glcβ‐Cer 
Forssman Glycolipid (FGL)  GalNAcα1‐3GalNAcβ1‐3Galα1‐4Galβ1‐4Glcβ‐Cer 
Table 2: GSLs present in MDCK II cells.  
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SP species were annotated either by their molecular composition or by sum formula. 
To denote the molecular composition the following convention was applied:  
<Lipid class> <Number of carbon atoms in the long chain base moiety>:<Number of 
double bonds  in  the  long  chain base moiety>;<Number of hydroxyl groups  in  the 
long chain base moiety>/<Number of carbon atoms  in  the FA moiety>:<Number of 
double bonds in the FA moiety >;<Number of hydroxyl groups in the FA moiety>. 
and for the sum formula of their Cer backbone:  
<Lipid  class> <Number of  carbon atoms  in  the Cer backbone>:<Number of double 
bonds in the Cer backbone>;<Number of hydroxyl groups in the Cer backbone>. 
Sterol  lipids occur naturally  in plants,  animals, and  fungi, with  the most  familiar 
type  of  animal  sterol  being  Cholesterol  (Chol).  Chol  consists  of  a  tetracyclic 
cyclopenta[a]‐phenantrene  structure with  an  iso‐octyl  side  chain.  Chol  is  vital  to 
cellular  function,  and  a  precursor  to  fat‐soluble  vitamins  and  steroid  hormones. 
Moreover,  due  to  its  peculiar  structure  and  tremendous  presence  (it  is  the most 
abundant lipid species in any mammalian cell), Chol is one of the major regulators of 
the physical properties of cell membranes (Mesmin and Maxfield 2009). 
1.2.  Physical properties of lipids 
Lipids are amphipathic in nature containing a hydrophobic domain, which does not 
interact with water, and a hydrophilic domain, which readily  interacts with water. 
The  basic  premise  of  the  hydrophobic  effect  is  that  the  hydrocarbon  domains  of 
lipids distort  the stable hydrogen bonded  structure of water by  inducing cage‐like 
structures around the apolar domains. Self‐association of the hydrophobic domains 
minimizes the total surface are in contact with water resulting in an entropy‐driven 
relaxation  of  water  structure  and  an  energy  minimum  for  the  self‐associated 
molecular  organization.  The  polar  domains  of  lipids  interact  either  through 
hydrogen bonding or  ionic  interaction with water or other  lipid head groups and 
therefore  are  energetically  stable  in  an  aqueous  environment  (Vance  and  Vance 
2008).  
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Figure 4: Polymorphic phases and molecular shapes exhibited by lipids. (see text for details) 
(from (Vance and Vance 2008))    
At  physiologically  relevant  lipid  concentrations  (well  above  the  critical  micellar 
concentration2)  the  hydrophobic  effect  and  the  shape  of  amphipathic  molecules 
define three supermolecular structural organizations of  lipids  in solution or phases 
(Figure 4) (Seddon and Templer 1995). Lysolipids (containing only one alkyl chain) 
and phospholipids with short alkyl chains (eight or fewer carbons) have an inverted‐
cone  shape  (large  headgroup  relative  to  a  small  hydrophobic  domain)  and  self‐
associate  with  a  small  radius  of  curvature  to  form  micellar  structures  with  a 
hydrophobic core excluding water. The overall structure reflects the optimal packing 
of amphiphilic molecules at an energy minimum by balancing the attractive force of 
the  hydrophobic  effect  and  the  repulsive  force  of  close  head  group  association. 
However,  cylinder‐shaped  lipids  (like  most  GPs  and  SPs,  major  components  of 
                                                            
2 Critical micellar  concentration  (CMC)  is  the  concentration above which  the unfavorable  repulsive 
forces  of  closely  packed  polar  domains  are  outweighed  by  the  favorable  self‐association  of  the 
hydrophobic  domains.  Above  this  concentration  further  increase  in  concentration  results  in  the 
formation of increasing amounts of self‐associated monomers in equilibrium with a constant amount 
of free monomer. 
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living cells) with chain lengths of 16 and above self‐associate into bilayer structures, 
which allow  tight packing of adjacent  side chains with  the maximum exclusion of 
water  from  the  hydrophobic  domain.  Cone‐shaped  lipids  (small  head  groups 
relative  to  a  large hydrophobic domain  such  as PE  (with unsaturated  fatty  acids) 
favor  an  inverted micellar  structure where  the  head  groups  sequester  an  internal 
aqueous core and the hydrophobic domains are oriented outward and self‐associate 
in non‐bilayer  structures. These are denoted as  the hexagonal  II and cubic phases. 
This ability of  lipids  to  form multiple  structural associations  is  referred  to as  lipid 
polymorphism.  
1.3. Physical properties of membranes 
Particularly  relevant  to  this  work  are  the  diacylglycerol‐containing  polar  lipids 
which  form  membrane  bilayers  in  solution  (Figure  4).  Their  organization  is 
dependent  on  the  nature  of  the  alkyl  chains,  the  head  groups,  and  the  solvent 
conditions (i. e., ion content, pH, and temperature). Therefore, the transition between 
these  phases  for  pure  lipids  in  solution  can  be measured  by  various  techniques 
(Connell and Smith 2006; Dimova and Pouligny 2007; Lewis and McElhaney 2007; 
Goñi et al.). The difference between  the ordered gel  (Lβ) and  liquid crystalline  (Lα) 
phases (Figure 4) is the viscosity or fluidity of the hydrophobic domains of the lipid, 
which  is  a  function  of  temperature  and  the  alkyl  chain  structure.  At  any  given 
temperature,  the  fluidity  of  the  hydrocarbon  core  of  the  bilayer  increases  with 
increasing content of unsaturated alkyl chains or with decreasing alkyl chain length. 
 
Figure  5:  Ternary  phase  diagram  for  POPC,  PSM  and  Chol  at  25  °C  exhibiting  a  large 
compositional diversity displaying lo+ld phase co‐existence. (from (de Almeida et al. 2003)) 
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Similar phase transition behavior is also observed in lipid mixtures which led to the 
generation of complex phase diagrams to describe their properties (de Almeida et al. 
2003; Marsh 2009) (Figure 5). The physical property of a lipid mixture is a collective 
property determined by  each of  the  component  lipids. A  large number  of  studies 
indicate  that  the Lα state of  the membrane bilayer  is required  for cell viability and 
cells  adjust  their  lipid  composition  in  response  to many  environmental  factors  so 
that the collective property of the membrane exhibits the Lα state (Beney et al. 2004; 
Beney et al. 2007; Simonin et al. 2008).  
Addition of Chol to lipid mixtures has a profound effect on the physical properties 
of a bilayer. Increasing amounts of Chol inhibit the organization of lipids into the Lβ 
phase and favor a less fluid but more ordered structure than Lα, resulting in a lack of 
phase transition normally observed in the absence of Chol (Figure 5). From Figure 5, 
one  can  see  that  in  the  absence  of Chol  the  addition  of  palmitoyl‐sphingomyelin 
(PSM)  to  1‐palmitoyl,  2‐oleoyl‐phosphatidyl  choline  (POPC)  results  in  a  phase 
transition from liquid disordered (ld=Lα) to solid phase (so=Lβ). With the presence of 
significant amounts of Chol (> 10 mol%), there is the co‐existence of a new phase, the 
liquid ordered phase  (lo) with  intermediate properties between  ld and so  (Ipsen et 
al.  1987).  The  lo  phase  is  characterized  for  being  a  liquid‐crystalline  phase with 
translational diffusion  (like Lβ) with high acyl‐chain order  (like Lα). The biological 
implications of the occurrence of this phase will be explored in detail in Introduction 
section 2.2.  
In conclusion, a living cell generates thousands of different lipids to be incorporated 
in  the membranes. These  lipids  can  change  in  shape  and  amphiphilicity  that will 
confer  different  physical  properties  to  the  bilayer  that  ultimately  can  change  the 
structure and properties of the membrane. In the next chapter, we will focus on the 
functional implications of the lipid diversity in the membrane lipid composition and 
cellular processes. 
2. Functions of Lipids in Biological Membranes 
All cells are built  from small organic molecules  that are based on  the chemistry of 
carbon.  These  small  molecules  are:  sugars,  amino  acids,  nucleotides  and  lipids. 
These small molecules can be combined with other molecules from the same class to 
make  larger  entities.  They  are  polysaccharides  (sugars),  proteins  (amino  acids), 
nucleic acids  (nucleotides) and membranes  (lipids)  (Vance and Vance 2008).  If we 
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take  as  an  example  the proteins,  there  are  about  twenty different  types  of  amino 
acids in nature and since a protein can consist of up to several hundred amino acids, 
a very large number of different proteins can be constructed. Importantly, the amino 
acid sequence will determine the 3 dimensional structure and more  importantly  its 
function. As for proteins, the lipid composition of a given membrane will determine 
its structure and function.  
All cells are confined and compartmentalized by a number of membranes. Common 
for  all  cells  is  a  cell  surface membrane  called  the  plasma membrane  (PM) whose 
central  element  is  the  lipid  bilayer.  Whereas  prokaryotic  cells  only  have  a  PM, 
eukaryotic  cells  have  in  addition  a  number  of  well‐defined  internal membranes 
systems,  associated with  the  cell  nucleus  and  the  organelles.  The  cell  nucleus  is 
wrapped  in a porous double membrane  (the nuclear envelope).   This membrane  is 
connected to the membranes of endoplasmic reticulum (ER), which is the major site 
of synthesis of lipids and proteins. The Golgi apparatus contains a very convoluted 
agglomerate of membranes. This  is where  the synthesized molecules are modified, 
sorted and packaged  for  transport  to other organelles or  for export out of  the cell. 
The membranes of both Golgi and ER are morphologically very complex and exhibit 
substantial  curvature.  The mitochondria  contain  two  intertwined membranes,  an 
inner and an outer membrane. Lysosomes are organelles bound by membrane. They 
are  the waste  system  performing  digestion,  degradation  and  export  of  unwanted 
molecules. Finally there are transport vesicles that support the extended trafficking 
needed by the cell to transport material within the cell and across the PM. 
2.1. Lipid metabolism and localization 
Supporting the correlation between lipid composition and membrane structure and 
function,  lipids  are  not  distributed  homogenously  throughout  the  main  cellular 
organelles (van Meer et al. 2008). Within eukaryotic cells, the synthesis of structural 
lipids is geographically restricted. Local lipid metabolism is the first determinant of 
the unique compositions of organelles. 
The main  lipid biosynthetic organelle  is  the endoplasmic reticulum  (ER)  (Bell et al. 
1981), which produces the bulk of the structural phospholipids and Chol (Figure 6). 
The ER also produces Cer, which  is  the precursor  for  complex SPs, and GalCer  is 
produced in the ER of epithelial cells, where it stabilizes apical membranes (Sprong 
et al. 1998). Although the ER is the main site of Chol synthesis, this lipid  is rapidly 
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transported to other organelles. Indeed, the ER — which is situated at the beginning 
of the secretory pathway — displays only low concentrations of sterols and complex 
SPs.  The  resulting  loose  packing  of  ER  membrane  lipids  is  consistent  with  the 
function of the organelle  in  the  insertion and  transport of newly synthesized  lipids 
and proteins.  
The mammalian Golgi specializes in SP synthesis, and produces SM, GlcCer, LacCer 
and  higher‐order GSLs  (Futerman  and Riezman  2005),  all  of which  are  primarily 
destined for export to the PM. The production of SPs may have an important role in 
the sorting of membrane proteins and lipids between the ER, the PM and endosomes 
or the vacuole through lipid rafts (see Introduction section 2.2). The terminal step of 
PC synthesis can occur by enzymes in both the ER and the Golgi. The Golgi‐specific 
cholinephosphotransferase may have a role in regulating secretory processes by con‐
trolling the levels of DAG in the organelle (Henneberry et al. 2002).  
 
Figure 6: Lipid synthesis and steady‐state composition of cell membranes (from (van Meer et 
al. 2008)). 
PMs are enriched in SPs and sterols (Figure 6), which are packed at a higher density 
than  GPs  and  resist  mechanical  stress.  Although  the  PM  is  not  involved  in 
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autonomous synthesis of  its structural lipids, numerous reactions for either synthe‐
sizing  or  degrading  lipids  that  are  involved  in  signalling  cascades  have  been 
described  for  the organelle  (Di Paolo and De Camilli 2006). The  turnover of SM at 
the PM  is high enough  for (re)synthesis of SM  from Cer by  the PM sphingomyelin 
synthase  2  to  contribute  significantly  to  the  total  cellular  SM  level  (Li  et  al.  2007; 
Tafesse et al. 2007). 
Early endosomes are similar to PMs, but on maturation to late endosomes there is a 
decrease  in  sterols  and  PS  and  a  dramatic  increase  in 
bis(monoacylglycero)phosphate  (BMP)  (Kobayashi  et  al.  2002).  BMP  functions  in 
multivesicular body generation,  fusion processes and SP hydrolysis  (Matsuo  et al. 
2004; Kolter and Sandhoff 2005). A dedicated  system of kinases and phosphatases 
produces and hydrolyses specific phosphoinositides (Di Paolo and De Camilli 2006), 
including PI(4,5)P2 on PMs, PI3P on early endosomes, PI(3,5)P2 on  late endosomes 
and PI4P on  the  (trans)‐Golgi network  (Figure 6). These phosphoinositides  identify 
endocytic membranes and allow  them  to  recruit proteins  from  the cytosol  that are 
involved  in vesicle  trafficking  and other  aspects of  cellular homeostasis  (Di Paolo 
and De Camilli 2006). The levels of these signaling molecules are low compared with 
the  levels  of  bulk  membrane  lipids.  Site‐specific  generation,  turnover,  and 
combinatorial recognition are central principles  for  lipids  functioning as conveyors 
of information.  
Mitochondria  synthesize  LPA  (Vance  and  Vance  2008),  of  which  a  substantial 
amount is used for TAG formation (Nagle et al. 2007). They also synthesize PA and 
PG, which is used for the synthesis of CL, a lipid that is unique to the mitochondria, 
as well as PE. Decarboxylation of PS produces mitochondrial PE, which is exported 
to  other  organelles  (Choi  et  al.  2005). The presence  of PG  in  the  inner membrane 
(Daum  1985),  in  addition  to  its  high  PE/PC  ratio,  are  reminiscent  of  the  bacterial 
origin of  this membrane and are probably  required  for oxidative phosphorylation. 
The sterol content of mitochondria is generally low, except for cells that are involved 
in  steroid  hormone  synthesis,  in which  the mitochondria  import  and metabolize 
Chol in concert with the ER (Strauss et al. 2003). 
The lipid identity of an organelle is not only defined by the local lipid metabolism, 
but also by vesicular transport. Lipid transport between organelles must be specific 
to maintain  their  unique  lipid  compositions.  The  PM,  endosomes  and  lysosomes 
depend  completely  on  lipid  transport  from  other  organelles  that  are  actively 
engaged in synthesis. Lipid transport can occur by various mechanisms. First, lipids 
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can laterally diffuse through membrane continuities, such as those that exist between 
the ER and  the outer and  inner nuclear membrane. Tubular connections have been 
observed between Golgi cisternae. The major membrane transport pathway between 
cellular organelles in the secretory and endocytic pathways is through the budding 
and fusion of membrane vesicles.  
2.2. Vesicular trafficking and cell polarization 
Epithelial cells provide a paradigm of cell polarization. They constitute a protective 
barrier against the external environment, but also serve as exchange interfaces with 
the  outside  world.  To  fulfill  these  functions,  epithelial  cells  have  evolved 
characteristic  apical  and  basolateral  membrane  domains.  The  two  membrane 
domains are separated by tight junctions, which help to prevent mixing of apical and 
basolateral membrane components and seal the epithelium (Tsukita et al. 2001). 
The  apical membrane mediates many  of  the  functions  specific  to  epithelial  cells. 
Exposed to hostile environments marked by, for example, high osmotic pressure or 
the presence of digestive enzymes,  it needs  to be particularly  sturdy. The unusual 
robustness of the apical membrane is largely due to its special lipid composition. It is 
strongly enriched  in SPs  (Simons and Van Meer 1988), which,  together with Chol, 
have  the  propensity  to  form  tightly  packed membrane microdomains  called  lipid 
rafts  (Simons  and  Ikonen  1997).  Epithelial  cells  also  have  a  large  capacity  for 
absorption  and  secretion.  Given  this  combination  of  protective  and  exchange 
functions,  the  protein  and  lipid  composition  of  the  apical membrane  needs  to  be 
tightly controlled.  
Consensual sorting receptors that engage in direct protein‐protein interactions with 
apical sorting determinants  in membrane anchors or extracellular domain have not 
been  identified  (Schuck  and  Simons  2004).  Instead,  the  sorting  of  many  apical 
proteins may  be  governed  by  lipid‐lipid  interaction  and  lipid‐protein  interaction 
(Weisz and Rodriguez‐Boulan 2009). The enrichment of SPs in the apical membrane, 
together with  their propensity  to associate with Chol  to  form  lipid rafts, has  led  to 
the concept that rafts preferentially traffic to the apical membrane after intracellular 
assembly (Figure 7). Lipid rafts are fluctuating nanoscale assemblies of SP, Chol, and 
proteins  that  can  be  stabilized  to  coalesce,  forming  platforms  that  function  in 
membrane  signaling  and  trafficking  (Lingwood  and  Simons  2010).  Since  certain 
proteins associate with rafts during apical transport, rafts could act as apical sorting 
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platforms  (Simons and  Ikonen 1997). Supporting  this concept  is  the  fact  that apical 
sorting is particular sensitive to depletion of Chol and SPs (Mays et al. 1995; Keller 
and Simons 1998; Hansen et al. 2000; Lipardi et al. 2000). Moreover, certain apically 
targeted  proteins  such  as  the  GPI‐anchored  placental  alkaline  phosphatase  and 
influenza virus hemagglutinin  (HA), but not  typical basolateral protein, enter rafts 
before they reach the cell surface (Skibbens et al. 1989; Brown and Rose 1992). Apical 
sorting  of  these  proteins  thus  correlates  with  a  dramatic  change  in  their  lipid 
environment  during  surface  transport,  but  whether  this  change  is  required  for 
accurate targeting is unclear. 
Sorting to the basolateral domain has in many cases been shown to be dependent on 
receptor‐mediated cargo capture and short peptide sequences in the cytosolic tail of 
the proteins. These sequences include dileucine (LL) (Miranda et al. 2001) and YXXΦ 
tyrosine based sorting motifs (Fölsch et al. 1999), which are thought to interact with 
adaptor protein  (AP) complexes  (Robinson 2004) and clathrin  (Deborde et al. 2008) 
(Figure 7).  
 
Figure 7: Two paradigms of cargo sorting and vesicle formation (see text for details) (from 
(Gerl 2008). 
In  conclusion, while  sorting  to  the  basolateral membrane  domain  of MDCK  cells 
seems  to  be  governed  by  receptor‐mediated  cargo  capture  and  coat  proteins,  the 
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apical  sorting  and  budding mechanism  could  rely  on  a  specific  interaction  of  SP, 
Chol and apical membrane targeted proteins (Figure 7). Therefore proteins and SPs 
could  be  sorted  and  membranes  could  be  tubulated  at  the  Golgi  in  a  coat 
independent  way  upon  clustering  of  lipids,  as  it  has  recently  been  found  for 
Shigatoxin endocytosis at the PM (Romer et al. 2007). 
2.3. Viral Budding 
Enveloped  viruses  acquire  their  lipid  envelope  from  the membranes  of  host  cells 
(Simons  and Garoff  1980).  In  this  process,  the  nucleocapsid  or  the  nucleocapsid‐
matrix  complex  of  the  viruses  buds  out  of  the  cell  and  becomes  enveloped  by  a 
segment  of  the  host membrane.  This membrane  segment  is modified  during  the 
budding process, such  that virally encoded membrane proteins are  included  in the 
viral envelope, while most host proteins are excluded. Since viruses usually do not 
carry  lipid‐synthesizing enzymes,  the  lipids  in  the viral envelope are derived  from 
the host membrane. The lipid compositions of enveloped viruses have been studied 
for years (Klenk and Choppin 1970; Klenk and Choppin 1971; McSharry and Wagner 
1971; Quigley et al. 1971; Renkonen et al. 1971; Hirschberg 1974; Patzer et al. 1978; 
Pessin and Glaser 1980; Aloia et al. 1988; Luan et al. 1995). One question that remains 
to  be  answered  is whether  the  lipids  are  included  passively,  and  thus  the  lipid 
composition of the envelope reflects the lipid composition of the host membrane, or 
whether  lipid  sorting  occurs,  leading  to  selective  inclusion  of  some  lipids  and 
exclusion of others.  
The early work in this field employed conventional analytical methods, such as thin‐
layer  chromatography  (TLC),  that  provide  only  semiquantitative  estimates  of  the 
total abundance of the major lipid classes. Most importantly, lipid species diversity 
could  not  be  analyzed.  Recent  developments  in  mass  spectrometry  (MS)  have 
enabled  comprehensive  and  quantitative  analyses  of  lipidomes  at  the  level  of 
individual  molecular  species.  The  lipidomes  of  human  immunodeficiency  virus 
(HIV), murine  leukemia  virus  (Brugger  et  al.  2006; Chan  et  al.  2008),  and  several 
bacteriophages (Laurinavicius et al. 2004a; Laurinavicius et al. 2004b) were recently 
analyzed by these new methods. 
Semliki Forest virus  (SFV)  is an RNA virus belonging  to  the Togaviridae  family of 
the  Alphaviridae  that  acquires  its  envelope  by  budding  from  the  host  cell  PM 
(Simons and Warren 1984) (Figure 8A). Early studies analyzed the lipid composition 
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of  the  viral  envelope  and  also  that  of  the  host  cell  PM  (Renkonen  et  al.  1971; 
Renkonen et al. 1972). These studies revealed strong similarity between the envelope 
of  SFV  and  the  host  PM,  but  one  important discrepancy was  the  higher Chol‐to‐
phospholipid ratio in the virus. 
Vesicular  stomatitis virus  (VSV)  is  an RNA virus belonging  to  the Rhabdoviridae 
family and also hijacks its envelope from the host cell PM (Patzer et al. 1979), but the 
lipid specificity of the budding process remains controversial (Figure 8B). The most 
recent  studies  claim  that VSV  buds  from  localized  regions  that do  not  reflect  the 
average composition of the PM (Pessin and Glaser 1980; Luan et al. 1995). It has also 
been claimed that lipid rafts are involved in VSV envelope assembly during budding 
(Pickl et al. 2001). 
 
 Figure 8: A) Semliki Forest Virus B) Vesicular stomatitis virus. (from www.wikipedia.org) 
3. Lipidomics 
After  the development of genomics and proteomics, our analytical methods, MS  in 
particular,  have  advanced  to  the  point where metabolomics  has  become  possible 
(Ryan  and  Robards  2006). Within metabolomics,  lipidomics  has  its  own  identity. 
Lipidomics may be defined as  the  large‐scale  study of pathways and networks of 
cellular  lipids  in  biological  systems  (Wenk  2005). The word  ʺlipidomeʺ  is used  to 
describe the complete lipid profile within a cell, tissue or organism. Lipidomics is a 
relatively  recent  research  field  that  has  been  driven  by  rapid  advances  in 
technologies  such  as  MS,  nuclear  magnetic  resonance  (NMR)  spectroscopy, 
A                                                  B 
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fluorescence  spectroscopy,  dual  polarization  interferometry  and  computational 
methods (Hou et al. 2008). 
MS  is  a powerful  technique  for  lipid  analysis. The main advantages of MS are  its 
abilities  to  separate  and  characterize  charged  ionized  analytes  in  the  gas  phase 
according  to  their  mass‐to‐charge  ratios  (m/z).  It  can  also  provide  structural 
information by  fragmenting  the  lipid  ions by  collision‐induced dissociation  (CID). 
The  various  techniques  used  to  record  these  fragmentation  reactions  are  called 
tandem MS or MS/MS. These attributes  lead  to unparalleled  selectivity,  sensitivity 
and  the  ability  to  provide  structural  information  for  components  in  complex 
mixtures (Gross 2004). 
3.1. Fundamentals of Mass Spectrometry 
Typically, a mass spectrometer is composed of three major sections: (i) an ion source; 
(ii) a mass analyzer  that measures  the m/z ratio of  the  ionized analytes; and  (iii) a 
detector that records the ion signal corresponding to each m/z value. For a long time, 
MS was restricted to analyzing small and volatile lipids. In the late 1980s, two ‘soft’ 
ionization  techniques were developed  (no  fragmentation  in  the  ionization process 
itself),  electrospray  ionization  (ESI)  (Fenn  et  al.  1989)  and  matrix  assisted  laser 
desorption/ionization (MALDI) (Karas and Hillenkamp 1988) for generating ions of 
intact  biomolecules.  These  two  techniques  allow  high  mass  and  nonvolatile 
compounds  such  as  intact  lipids  to  be  amenable  to mass  spectrometric  analyses 
(Gross 2004).  
ESI is currently the most frequently used technique in lipidomic research and it was 
applied  in  this  work.  ESI  generates  molecular  ions  at  atmospheric  pressure  by 
passing  a  sample  in  solution  through  a  small  capillary  at  a  low  flow  rate.  The 
application  of  a  strong  electric  field  results  in  electrolytic  processes  within  the 
capillary and an electrical field at the apex of the capillary that produce a fine spray 
of charged droplets. A series of fission events ultimately  leads to the production of 
smaller droplets that bear an excess charge and a single molecule. Inevitably, single 
molecules will become charged as the remaining solvent evaporates. The ESI process 
produces ions primarily via protonation (in positive ion mode) or deprotonation (in 
negative ion mode), or via the formation of adduct cations (e.g. Li+) or adduct anions 
(e.g. Cl‐) (Cole 2000). 
INTRODUCTION 
20 
ESI sources can be combined with mass spectrometers having distinct types of mass 
analyzers such as quadrupole,  ion  trap,  time‐of‐flight  (TOF), Fourier  transform  ion 
cyclotron  resonance  and Orbitrap. Each  type  of mass  analyzer  and  respective  ion 
detector  has  its  specific  analytical  advantages.  These  analyzers  can  be  used  as 
standalone instruments, or they can be coupled into complex multistage instruments 
(Glish  and  Burinsky  2008). Mass  spectrometric  lipid  analysis  has  been  developed 
successfully  using  triple  quadrupole  and  ion  trap mass  spectrometers. However, 
hybrid instrumentations which combine the analytical advantages of different mass 
analyzers  are  emerging  as  powerful  tools  for  lipid  analysis  due  to  their  higher 
sensitivity, mass accuracy and mass  resolution  (Schwudke et al. 2005; Ejsing et al. 
2006; Schwudke et al. 2007; Ejsing et al. 2009). The commonly coupled  instruments 
are the quadrupole linear ion trap, the quadrupole‐time‐of‐flight (QqTOF) and linear 
trap‐Orbitrap (LTQ‐Orbitrap). The latter two were used in this work.  
 
Figure 9: The QqTOF mass spectrometer. (from the Operator Manual of QSTAR Pulsar‐i) 
The  basic  components  the  QqTOF  mass  spectrometers  are  three  consecutively 
aligned quadrupole mass analyzers, a reflecting TOF analyzer, and a multiple anode 
detector  combined  with  a  multichannel  time‐to‐digital  converter  (Figure  9) 
(Chernushevich et al. 2001). The  first quadrupole  (Q0) serves  to  focus and  transfer 
ions originating from the ion source, the second (Q1) is a mass filter quadrupole that 
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can separate  ions, and  the  third quadrupole  (Q2)  function as a collision cell where 
ions can be fragmented by CID through collision with neutral gas molecules (i.e. N2 
or Ar).  Ions entering  from Q2 are detected  in  the TOF analyzer. The QqTOF mass 
spectrometer  can  be  operated  in  three  acquisition modes:  (i)  TOF MS mode,  (ii) 
tandem mass spectrometry (MS/MS) mode, and (iii) multiprecursor ion scan (MPIS) 
mode. Particularly relevant to this work is the MPIS. In MPIS mode, precursor ions 
that generate one or a set of specific fragment ions are detected. In this mode, the Q1 
scans over a defined mass range  in small steps. Precursor  ions with  increasing m/z 
values are sequentially transmitted and accelerated into the collision cell where they 
undergo  CID.  The  fragment  ions  generated  at  the  defined  precursor  m/z  are 
transmitted  into  the  TOF  analyzer  for  detection.  By  this  technology  a  Q1  mass 
spectrum is generated that specifically shows only the precursor ions producing the 
monitored fragment ions (Ejsing et al. 2006).  
The  accurate  and  precise  measurement  of  a  lipid’s  molecular  mass  helps  to 
unambiguously identify the lipid. To date, the Fourier transform mass spectrometer 
(FTMS)  provides  the  highest  resolution  and  mass  accuracy  available  from 
commercial  instruments.  FTMS  is  able  to  produce  high  resolutions  and  mass 
accuracies because of  its ability  to  trap  ions  in a  strong magnetic  field under very 
high vacuum. The Orbitrap is a new type of detector based on an oscillating electric 
field  (Makarov 2000).  In an Orbitrap,  ions are  injected  tangentially  into  the electric 
field between the electrodes and trapped because their electrostatic attraction to the 
inner electrode is balanced by centrifugal forces. Thus, ions cycle around the central 
electrode in rings. In addition, the ions also move back and forth along the axis of the 
central  electrode.  Therefore,  ions  of  a  specific m/z move  in  rings which  oscillate 
along  the  central  spindle.  The  frequency  of  these  harmonic  oscillations  is 
independent of  the  ion velocity and  is  inversely proportional  to  the square  root of 
the m/z. By sensing the ion oscillation the trap can be used as a mass analyzer. The 
linear trap quadrupole (LTQ) can be used as a front end for the Orbitrap. The linear 
ion trap uses a set of quadrupole rods to confine ions radially and a static electrical 
potential  on‐end  electrodes  to  confine  the  ions  axially  (Douglas  et  al.  2005).  The 
linear form of the trap can be used as a selective mass filter, or as an actual trap by 
creating a potential well  for  the  ions along  the axis of  the electrodes  (March 2000). 
Advantages of the  linear  trap design are  increased  ion storage capacity,  faster scan 
times, and simplicity of construction (Schwartz et al. 2002). 
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Figure 10: The LTQ‐Orbitrap mass spectrometer. 
This combination of the LTQ with the Orbitrap detector it’s called the LTQ‐Orbitrap 
(Figure 10) (Hu et al. 2005). It couples a LTQ mass spectrometer to an Orbitrap mass 
analyzer  via  an  rf‐only  trapping  quadrupole with  a  curved  axis,  the C‐Trap.  The 
latter  injects pulsed  ion beams  into a rapidly changing electric field  in the Orbitrap 
wherein they are trapped at high kinetic energies around an inner electrode. Image 
current  detection  is  subsequently  performed  after  a  stable  electrostatic  field  is 
achieved. Fourier  transformation of  the acquired  transient allows wide mass range 
detection with high resolving power, mass accuracy, and dynamic range  (Makarov 
et al. 2006).   
3.2. Lipid Analysis by Mass Spectrometry 
In a lipidomic study, significant knowledge in multiple fields is required. Biology is 
required to ask the relevant questions and pose the right hypothesis. Biochemistry is 
needed for the sample preparation and processing prior the acquisition. A profound 
knowledge  in MS  is  useful  to  select  the  appropriate MS  acquisition method  that 
provides  the relevant  information. Last but definitely not  least  is  the knowledge  in 
bioinformatics  to  process,  interpret  and  rationalize  the  data  acquired  in  the 
lipidomics experiment. Lipid analysis by MS can be dissected in different sequential 
modules that are common to any lipidomic procedure (Figure 11) (Wolf and Quinn 
2008). 
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Figure 11: A flow diagram of a generic lipidomics procedure. 
Interpretation of the biochemical and physical properties of lipids in membranes in 
respect  of  their  cellular  functions  relies  on  the  preparation  of  highly  pure, 
morphologically‐distinct  membranes,  or  increasingly  relevant,  subfractions  of 
membranes.  This  requires  destruction  of  the  integrity  of  organs,  tissues  and 
constituent cells to release the subcellular membranes  in a form so that they can be 
subsequently  fractionated.  The  objectives  that  must  be  met  in  order  to  achieve 
satisfactory  yields  are  that  the  destructive  step  should  be  sufficiently  rigorous  to 
break down  the cells  into  their subcellular organelles but mild enough  to preserve 
the  integrity of vesicular organelles  that  encapsulate hydrolases or other  enzymes 
capable  of  degrading  the membranes.  These  organelles  are mainly  the  lysosomes 
that contain lipid hydrolases whose action on membrane organelles would alter their 
biochemical  composition. Other  strategies  commonly used  to prevent  biochemical 
changes  in membrane  fractions  are  to perform  the  operations  quickly,  to work  at 
temperatures  close  to  freezing  and  to  add  inhibitors  of  hydrolytic  enzymes  and 
antioxidants. 
Most methods of  lipid extraction and  isolation  from biological samples exploit  the 
high  solubility  of  hydrocarbon  chains  in  organic  solvents. Given  the  diversity  in 
lipid classes, it is not possible to accommodate all classes with a common extraction 
method.  The  traditional  Bligh/Dyer  procedure  (Bligh  and  Dyer  1959)  uses 
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chloroform/methanol‐based  protocols  that  include  phase  partitioning  into  the 
organic  layer.  These  protocols  work  relatively  well  for  a  wide  variety  of 
physiologically relevant lipids but they must be adapted and/or combined with lipid 
separation for complex lipid chemistries, low‐abundance and labile lipid metabolites 
(Deems  et  al.  2007;  Garrett  et  al.  2007;  Krank  et  al.  2007; McDonald  et  al.  2007; 
Sullards et al. 2007). 
The  simplest method  of  lipid  separation  is  the use  of TLC  (www.cyberlipid.org). 
Although not as sensitive as other methods of  lipid detection,  it offers a rapid and 
comprehensive screening tool prior to more sensitive and sophisticated techniques. 
Solid‐phase  extraction  (SPE)  chromatography  is  useful  for  rapid,  preparative 
separation of crude  lipid mixtures  into different  lipid classes  (Kaluzny et al. 1985). 
High  performance  liquid  chromatography  (HPLC  or  LC)  is  extensively  used  in 
lipidomic  analysis  to  separate  lipids  prior  to mass  analysis. Normal  phase HPLC 
effectively separates GPs on the basis of headgroup polarity (Malavolta et al. 2004), 
whereas reverse‐phase HPLC effectively separates fatty acids such as eicosanoids on 
the basis of chain  length, degree of unsaturation and substitution (Nakamura et al. 
1997). HPLC of lipids may either be performed offline or online where the eluate is 
integrated with the ionization source of a mass spectrometer. 
Tandem MS  has  considerably  simplified  the  pre‐analytical  steps  as  compared  to 
relatively  “low  tech”  procedures  such  as  TLC.  This  is  explained  by  the  high 
specificity of MS and weak influence of the matrix for monitoring the characteristic 
transition of a parent molecular  ion  to a  fragment product  (tandem MS). ESI with 
intrasource separation has led to strategies using 2D mass spectrometry in, so called, 
shotgun  lipidomics  and  quantitation  of  cellular  lipidomes  directly  from  “crude” 
extracts  of  biological  samples  (Han  and Gross  2005b).  The  intrasource  separation 
procedure is based on the activity of an external electric field to induce separation of 
cations  from  negative  ions  in  the  infusate while  different  ionization  of molecular 
species  that possess differential electrical propensities can be  induced  in either  the 
positive‐ or negative‐ion mode during  the ESI process.  Intrasource  separation and 
selective ionization are expected to simplify lipid purification prior to MS and result 
in greater accuracy of the analysis. Pre‐analytical separation steps and enrichment of 
the  lipid sample, however, are still required  in many cases prior  to  final  lipidomic 
analyses (Ivanova et al. 2009). 
Internal standards should be used to normalize for the different response factor of 
the  particular  lipid  class.  To  attain  rigorous  quantitation,  MS  requires  internal 
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standards  enriched  in  one  or more  stable  isotopes  (Sun  et  al.  2006)  or with  non 
endogenous fatty acyl moieties (Ejsing et al. 2006). They will mimic the properties of 
the  endogenous  species  in  terms  of  extraction  efficiency  and  ionization.  These 
standards  can  be used  to dope  samples  and  normalize  the  signal  intensity  of  the 
different  lipid  classes.  In  this way one  can  convert  relative  intensity  into  absolute 
amounts enabling expression of abundances in mol percentages (Ejsing et al. 2009). 
For insights on ionization and MS acquisition see section Introduction 3.1. 
A major challenge for lipidomics, in particular for MS‐based approaches, lies in the 
computational  and bioinformatic demands  of handling  the  large  amount  of data 
that  arise  at  various  stages  along  the  chain  of  information,  acquisition  and 
processing (Wheelock et al. 2009). Sophisticated software is required for the practical 
handling of  large collections of  lipidomic data  (Ejsing et al. 2006; Song et al. 2009; 
Yang et al. 2009). The procedure  involves validation of data quality, normalization 
with  internal standards and  testing of a priori hypotheses using standard statistical 
tests. Computational  lipidomics  (Forrester  et  al.  2004)  couples MS with  statistical 
algorithms to facilitate the comprehensive analysis of hundreds of lipid species from 
cellular extracts. 
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Aims of the thesis 
The aims of the thesis were: 
1. To  establish  a  reliable  shotgun  lipidomic workflow  for  the  characterization 
and quantitation of mammalian  lipidomes  including  the GSLs. This method 
has to be comprehensive, quantitative, sensitive, flexible and high throughput 
compatible  in  order  to  be  adapted  to  the  different  requirements  of  the 
different samples.  
2. To apply this  technology  to study the role of  lipids  in several cell processes. 
These  processes  were  epithelium  cell  polarity,  protein  transport  to  the 
epithelial apical membrane, SP metabolism and viral budding. 
3. To understand principles of  lipid  sorting by  lipid  raft domain  formation  in 
living cells. 
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Results 
1. GSL characterization and quantification by shotgun-MS 
Previously  in  our  lab  there  were  shotgun‐MS  based  methods  developed  for 
quantitative  characterization  of  GPs,  some  SPs  and  Chol  (Schwudke  et  al.  2005; 
Ejsing  et  al.  2006).  This  work  established  a  reliable  workflow  that  made 
comprehensive  lipidomic  analysis  possible  from  low  sample  amounts  and  with 
minimal sample processing (Figure 12). In this workflow samples are extracted with 
organic solvents  in  the presence of  lipid standards  for absolute quantification. The 
lipid  extract  is  then  infused  directly  in  the  mass  spectrometer  without  any 
chromatographic separation. The absence of lipid separation before infusion greatly 
increased the throughput of the method. Conversely, the lipid extract resulting from 
this approach is very complex due to the simultaneous acquisition of all lipid classes. 
The complexity of the spectra can be “resolved” by performing fragmentation based 
acquisition  like  neutral  loss  scan  (NLS)  or  MPIS.  Since  the  entire  lipid  classes 
produce a set of characteristic specific fragments, it is possible to identify hundreds 
of individual lipid species from one single experiment. 
 
Figure 12: Shotgun Lipidomics workflow.  
One  lipid  family  that  remained  unattainable was  the GSLs.  This  very  important 
family of lipids is synthesized in the Golgi apparatus (with the exception of GalCer) 
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and is thought to be a major component of the PM. There were 3 major bottlenecks 
that held back the inclusion of these lipids in the analysis: poor extraction, complex 
fragmentation pattern and the absence of commercially available internal standards.  
The  complex  fragmentation  is  due  to  the  structural  complexity  of  the  GSLs. 
Although multiple fragments can help to elucidate the structure of a molecule it can 
also  be  problematic  if we  need  to  quantify  from  these  fragment  intensities.  First, 
there  is  a  decrease  in  sensitivity  because  the  signal  of  the  precursor  is  being 
“diluted” by multiple fragments and  in a complex sample  it might not be trivial to 
assign  the  fragments  to  their  respective precursors. This problem was  solved with 
the acquisition of the LTQ‐Orbitrap. The advantage of this machine compared to its 
peers  is  that  it  can  achieve  very  high  mass  accuracy  (<  1  ppm)  and  resolution 
(>100000). With these characteristics it is possible to get unambiguous identification 
and quantification of  lipids  solely  from  the precursor’s accurate mass without  the 
necessity  to perform MS/MS experiments. The extraction and quantification  issues 
will be discussed in the next subchapters. 
1.1. 2-step lipid extraction for highly polar lipid recovery 
Although our main  focus  is  to perform  lipidomic  studies on mammalian  cells, we 
decided  to use budding yeast, Saccharomyces cerevisiae,  as  a model  to optimize  the 
extraction  procedure.  The  S.  cerevisiae  lipidome  is  a  “simplified  version”  of  its 
mammalian counterpart yet,  it has all  the  lipid  families common  to any eukaryotic 
cell, GPs, GLs, SPs and sterols (the most abundant being ergosterol). Importantly, S. 
cerevisiae  only  has  4  SP  classes: Ceramide  (Cer),  Inositolphophorylceramide  (IPC), 
Mannosyl‐Inositolphophorylceramide  (MIPC),  and  Mannosyl‐di‐
Inositolphophorylceramide (M(IP)2C).  
We  started  by  testing  the  consecutive  extraction  of  yeast  lysates  with  different 
organic solvent mixtures containing different ratios of Chloroform (Chl)  : Methanol 
(MeOH) as shown in the following table (see Material & Methods section 2.1): 
series  Ext 1 Ext 2 Ext 3
A  Chl:MeOH 
(1:0) 
Chl:MeOH 
(10:1) 
Chl:MeOH 
(3:1) 
B  Chl:MeOH 
(10:1) 
Chl:MeOH 
(3:1) 
Chl:MeOH 
(1:1) 
C  Chl:MeOH 
(3:1) 
Chl:MeOH 
(1:1) 
‐ 
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Table  3:  Different  organic  solvent  combinations  for  the  establishment  of  the  multi‐step 
extraction conditions. 
The  resulting organic  extracts were  collected  and  analyzed by MS. We wanted  to 
establish  which  lipid  classes  were  being  extracted  by  which  organic  extracts. 
Importantly, mixtures of Chl:MeOH  (1:1)  (V/V)  fail  to produce a phase  separation 
when added to the samples which is a requirement to extract lipids.  
If we  follow  the “A series” of extractions  (Figure 13A) one can see  that, extracting 
with pure Chl does not  extract  any  lipid  class. Chl:MeOH 10:1 on  the other hand 
enables the extraction of PE and Cer. The more polar GPs and some SPs (PA, PS, PI 
and IPC), are  then extracted  in Chl:MeOH 3:1. Importantly, MIPC and M(IP)2C are 
poorly  extracted  but  with  a  significant  improvement  when  compared  with  the 
conventional Folch extraction (Folch et al. 1957). 
 
Figure 13: Recovery of  the different  lipid classes with different consecutive extractions. A) 
“A series”; B) “B series” (see Table 1) (n=3). 
On  the “B series” we observed similar results  to  the “A series”  (Figure 13B) which 
made us believe that a preliminary lipid extraction with pure Chl does not improve 
the SP  recovery. Because extraction with Chl:MeOH  (1:1) does not phase  separate, 
the  results obtained  for  the “C  series” were very similar  to  the conventional Folch 
extraction3 (data not shown).    
From this experiment we conclude that the 2‐step extraction (B series) was sufficient 
to pre‐extract hydrophobic lipids and increase the recovery of GSLs and more polar 
GPs.  The  pre‐extraction  should  be  performed  with  Chl:MeOH  10:1  and  we 
                                                            
3 Folch extraction utilizes a ratio Chl:MeOH (2.75:1). 
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hypothesize that making the second extraction slightly more hydrophilic Chl:MeOH 
2:1 should increase the recovery of the yeast SPs.  
Next we  determined  how  pH  can  affect  the  recovery  of  the GSLs  in  this  2‐step 
extraction. We tested the following buffers as displayed in the following table: 
pH  Buffer compositions Ratio 
(V/V) 
1  H2O : Formic acid  1 : 1 
3  157 mM NH4HCO3: Formic acid  25:1 
5  H2O  ‐ 
8  157 mM NH4HCO3  ‐ 
10  157 mM NH4HCO3 : NH4OH  15:1 
13  H2O : NH4OH  15:1 
Table 4: Different buffers to check the dependency of pH in the recovery of the SPs. 
In Figure 14, we can observe that the inclusion of a very acidic buffer (pH=1) in the 
aqueous  phase  causes  the  partial  extraction  of  IPC  and MIPC  to  the  10:1  apolar 
extract. Importantly, all the acidic buffers tested fail to recover the most hydrophilic 
of the yeast SPs, M(IP)2C (with the exception of the 157 mM NH4HCO3: Formic acid 
buffer to a minor extent). However, if mild alkaline buffers were employed (pH 8 or 
10), the recovery of the SPs and specially the most polar MIP2C was boosted  in the 
2:1 Chl:MeOH polar extract. Interestingly, this recovery drops by addition of harsh 
alkaline buffer (pH=13).  
 
Figure 14: Dependence of yeast SP distribution and recovery with increasing pH. (n=2) (max 
error = 30%) 
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We also wanted to establish the effect of pH in the recoveries of the various GPs in 
the polar and apolar lipid extracts (Figure 15). We could observe that the addition of 
strong acidic buffers (pH= 1, 3 and 5 in the 2:1 extract) increases the ion suppression 
of all the lipid classes in both extracts. With the addition of basic buffers (pH= 8, 10 
and  13),  we  could  observe  a  significant  increase  in  signal  in  both  extracts. 
Importantly, we observed a rough separation of the GPs in the 2 extracts according 
to  their  hydrophobicity  under  these  conditions.  This  separation  was  more 
pronounced at pH= 8. DAG, PE, PG and PC are preferentially extracted  in the first 
apolar  lipid  extract,  while  PA,  PS  and  PI  are  recovered  in  the  second  polar 
extraction. Increasing the pH further “pushes” the PE and PG lipid classes to the 2:1 
organic  phase  decreasing  the  fine  lipid  class  separation  observed  at  pH  8.  In 
conclusion,  we  adopted  the  addition  of  157  mM  NH4HCO3  due  to  the  good 
separation of GPs in both extracts and, most importantly the good recovery of yeast 
SPs, especially the most hydrophilic one, M(IP)2C.  
 
Figure 15: Differential extraction of GPs as a function of pH. 
Next we tested the effect of extraction temperature in the recovery of the yeast SPs. 
The following conditions were used: 
condition T(10:1) °C T(2:1) °C
1  4  4 
2  4  25 
3  25  25 
Table 5: Effect of Temperature of extraction in the recovery of the SPs. 
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We observed that if both extractions are performed in the cold room (4 °C) we get a 
significant increase in the recovery of all the SPs (Figure 16A). Moreover, if the 10:1 
extraction  is  preformed  at  room  temperature,  we  observe  a  lower,  although 
significant, recovery of IPC and MIPC in the 10:1 extract.  
 
Figure 16: Recovery of the yeast A) SPs and B) GPs  at different temperatures. (n=2) 
What was also striking was that performing the first extraction at room temperature 
compromised  dramatically  the  separation  of  the  phospholipid  classes  in  the  2 
extracts  according  to  their  hydrophobicity  (Figure  16B  cond.  3). When  the  apolar 
extraction was performed at room temperature PA, PS and PI which were previously 
extracted  to  the polar  extract,  shifted  to  the  apolar  extract.  Importantly, we  could 
observe  reduced  total  ion  intensity  for  the  different  lipid  classes  studied  when 
compared to extractions performed in the cold room. 
Finally, we wanted  to study  the kinetics of yeast SP extraction  in  the second polar 
extraction. We  tested pre‐extracting  for 30 mins  (Figure 17A) and 120 mins  (Figure 
17B). Then we proceed with the extraction with Chl:MeOH 2:1 and collected aliquots 
at 0, 15, 30, 60 and 120 minutes (Figure 17).  
Surprisingly,  all  the  SP  classes  studied  were  extracted  with  a  similar  mono‐
exponential  rate  constant  irrespective  if  they  were  pre‐extracted  for  30  or  120 
minutes (Table 6). Importantly, the recovery of M(IP)2C  intensity was halved  if we 
pre‐extracted  for  30  minutes  compared  with  the  pre‐extraction  for  2  hours.  
According to the determined rate constants, we achieve 80‐90% of all SP recovery if 
we perform the second polar extraction for 1 hour. Overall, we found that the crucial 
step for proper M(IP)2C extraction is pre‐extraction for 2 hours.    
A  B
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Figure 17: Kinetics of recovery of the yeast SPs. A) Pre‐extraction with 10:1 Chl:MeOH for 30 
minutes.  B)  Pre‐extraction  with  10:1  Chl:MeOH  for  120  minutes.  Solid  lines  are  the 
correspondent theoretical fits to a monoexponential function4 (n=3) (errors bars are omitted 
for simplicity; max error=30%).  
10:1 ext. time (min) 30 120
  B  k  B  k 
IPC 0.94  0.03  0.90  0.05 
MIPC 0.95  0.04  0.87  0.05 
M(IP)2C 0.51  0.03  1.0  0.03 
Table 6: Rate constant and “amplitude” of the kinetics of recovery of SPs in budding yeast. 
1.2. 2-step extraction method in mammalian cells 
The  2‐step  extraction  described  in  the  previous  chapter  enabled  us  to  recover 
efficiently  and  reproducibly  all  the SPs  from yeast,  even  the most polar  and until 
now  elusive  M(IP)2C  lipid  class.  Focusing  on  the  characterization  of  GSL  in 
mammalian cells, we decided  to apply  the same protocol  to MDCK and BHK cells 
and  compare  the  recovery of GSLs with other  conventional extraction procedures. 
We  extracted  the  same  amount  of  harvested  MDCK  and  BHK  by  the  2‐step 
                                                            
4 The monoexponential function used was the following: 
[SP] = A – Be‐kt 
where A is a normalizing factor, B defines the amplitude of the reaction, k is the rate constant and t 
stands for time.  
A  B
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extraction, Folch extraction (Folch et al. 1957) and compared it with lyophilization5. 
We then loaded the extracts on TLC so that we could observe how the lipid classes 
are distributed in the lipid extracts (Figure 18). 
 
Figure 18: TLC of MDCK and BHK subjected to different extractions. 
As expected,  the most hydrophobic  lipid  classes  (the ones  closer  to  the  front), are 
preferentially extracted in the apolar solvent mixture Chl:MeOH 10:1, irrespective of 
the  cell  line.  The more  polar  solvent mixture  Chl:MeOH  2:1  contained  the more 
hydrophilic  lipid  classes  (the  ones  closer  to  the  origin).  Importantly,  we  could 
observe an increase in the GSL recovery when we compared the respective bands of 
the different extractions. There is a second advantage of doing the 2‐step extraction. 
The 2:1 extract is much cleaner than the one from Folch. These two combined effects, 
better  recovery  and  cleaner  extract  resulted  in  a more  than  10‐fold  gain  in  signal 
when the samples were infuse in the mass spectrometer (data not shown).  
Next, we wanted to determine if we could to recover all the GSLs that were reported 
to exist  in MDCK cells  (Hansson et al. 1986) and BHK cells  (Renkonen et al. 1971) 
and were  not  included  in  the  previous  analysis  due  to  their  high  polarity. These 
lipids are FGL, GM3 and Sulf (see Figure 19). 
                                                            
5  Lyophilization  procedure  is  incompatible  with  MS  analysis  because  it  generates  very  “dirty” 
extracts. It is just included here as a control to see if all the lipid classes were being extracted with the 
2‐step extraction. 
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Figure 19: Chemical structures of the most abundant complex GSLs present in MDCK cells 
(see Table 8 for additional information). 
In order to do this, we repeated the 2‐step extraction for MDCK and BHK cells and 
loaded  the  extracts  in  a  TLC  with  lipid  standards  loaded  in  parallel  lanes. We 
scraped the bands, extracted them and then analyzed them by MS (Figure 20 A) and 
B)). We could recover all  the GSLs  that were reported  to exist  in MDCK and BHK 
cells. In MDCK cells we found FGL, GM3 and Sulf while in BHK cells we only found 
GM3. 
A
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Figure 20: A) MDCK extracts  loaded on the TLC in duplicate together with standards. The 
TLC was cut stained with H2SO4 20%. On the right hand side, upper panel: MS/MS on a FGL 
species showing the corresponding consecutive loss of sugar residues; middle panel: MS/MS 
on GM3 species showing the characteristic NeuAc fragment; lower panel: TOFMS showing 
all the Sulf species. B) BHK extracts loaded on the TLC in duplicate together with standards. 
The TLC was cut stained with H2SO4 20%. On  the right hand side, upper panel: no signal 
corresponding  to  FGL; middle  panel:  TOFMS  showing  all GM3  species;  lower  panel:  no 
signal corresponding to Sulf. 
In conclusion, the developed 2‐step extraction succeeds to extract the most abundant 
GSLs  from MDCK  and BHK  cells where  the  conventional  lipid  extractions  failed. 
With  this procedure, we  could  confirm  that polarized  epithelial MDCK  cells have 
specific GSL classes  (Sulf and FGL)  that cannot be  found  in unpolarized BHK  cell 
line. At this point, we hypothesized that these specific lipid classes might have some 
influence in the establishment of cell polarity since the two cells represent different 
stages of polarization although they are derived from mammalian kidney. 
1.3. GSL quantification with internal standard mixture 
For absolute quantification one needs  to employ  internal  standards. We employed 
one synthetic  lipid standard per  lipid class where  the polar head  is conserved and 
attached to non‐endogenous fatty acid moieties to be able to resolve it by mass from 
the endogenous species  (Ejsing et al. 2006). We devised a set of  lipid standards  for 
mammalian cells that can be seen in table 7: 
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Glycerophospholipids  Sphingolipids Sterols Glycerolipids
PC 18:3/18:3  Cer 18:1;2/17:0;0  Cholesterol‐d7  DAG 17:0/17:0 
PE 17:0/17:0  SM 18:1;2/17:0;0     
PI 17:0/17:0  GalCer 18:1;2/12:0;0     
PS 17:0/17:0  LacCer 18:1;2/12:0;0     
PG 17:0/17:0  Sulf 18:1;2/12:0;0     
PA 17:0/17:0  GM3 bovine ext.     
  FGL sheep ext.     
Table 7: Internal standard list used for shotgun lipidomics. 
As can be appreciated  in  table 7  there are no available  synthetic  standards  for  the 
GSLs GM3  and  FGL.  The  only  standards  available  are  the  lipid  extracts  purified 
from natural sources with multiple species present. Since  their  lipid profile  is very 
different  from  MDCK  cells  (Figure  21)  we  proposed  quantification  using  these 
standards.  
 
Figure 21: Lipid profile of standard and endogenous FGL and GM3. 
When  MDCK  sample  is  co‐extracted  with  a  given  amount  of  internal  standard 
extract  the  resulting  lipid  profile  should  be  given  by  a  linear  combination  of  the 
individual  profiles weighted  by  the molar  fraction  of  endogenous  and  standard 
profiles. If we now take any generic peaks (Figure 21), provided that the quotient of 
their  intensities  are drastically different  in MDCK  and  standard profile6,  the  ratio 
                                                            
6 For example, for GM3: 
 ூሺସଵ:ଵ;ଶሻೞ೟೏ூሺଷସ:ଵ;ଶሻೞ೟೏ ൎ 1 and: 
ூሺସଵ:ଵ;ଶሻಾವ಴಼
ூሺଷସ:ଵ;ଶሻಾವ಴಼ ൌ 0 
 
and for FGL: 
ூሺଷସ:ଵ;ଶሻೞ೟೏
ூሺସଶ:ଶ;ଶሻೞ೟೏ ൌ 0 and: 
ூሺଷସ:ଵ;ଶሻಾವ಴಼
ூሺସଶ:ଶ;ଶሻಾವ಴಼ ൎ 3 
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resulting  from  the  co‐extraction  of  endogenous  and  standard GSL  can  be used  to 
assess  the exact amount of endogenous  lipid  species. This  concept  is  illustrated  in 
the following equation: 
ܫሺ݌݁ܽ݇ሻଵ
ܫሺ݌݁ܽ݇ሻଶሺெ஽஼௄ା௦௧ௗሻ
ൌ ሺܺெ஽஼௄ሻ ܫሺ݌݁ܽ݇ሻଵܫሺ݌݁ܽ݇ሻଶሺெ஽஼௄ሻ
൅ ሺܺ௦௧ௗሻ ܫሺ݌݁ܽ݇ሻଵܫሺ݌݁ܽ݇ሻଶሺ௦௧ௗሻ
 
where all  the  intensities can be obtained  from  the corresponding spectra. Since we 
are working with molar fractions: 
ሺܺெ஽஼௄ሻ ൅ ሺܺ௦௧ௗሻ ൌ 1 
and we can correlate them with the absolute amounts: 
ሺܺெ஽஼௄ሻ
ሺܺ௦௧ௗሻ
ൌ
݊ሺெ஽஼௄ሻ
݊ሺெ஽஼௄ሻ ൅ ݊ሺ௦௧ௗሻ݊ሺ௦௧ௗሻ
݊ሺெ஽஼௄ሻ ൅ ݊ሺ௦௧ௗሻ
ൌ ݊ሺெ஽஼௄ሻ݊ሺ௦௧ௗሻ  
Since we  know  exactly  how much  standard  is  added  to  the  extracts, we  have  a 
system  of  three  equations,  with  three  unknowns.  From  the  experiment,  we  can 
determine all  the displayed  intensities and  then  calculate  the correspondent molar 
fractions. With  this  information  and knowing  the  amount  added  to  the biological 
extract  one  can  calculate  the  absolute  amount  (n(MDCK))  for  any  endogenous 
species. 
Although  this  approach  seems  to  be  intuitive,  we  wanted  to  determine  the 
quantification  dynamic  range.  In  analytical  chemistry,  the  quantification  dynamic 
range  is  the minimum  and maximum  analyte  amount  that  a  given method  can 
measure with  a  linear  response. To  do  this, we  fixed  the  amount  of MDCK  cells 
sample and added increasing amounts of each GSL standard. If we plot the ratios of 
the molar fractions standard to endogenous GSLs which correspond to the ratios of 
the  absolute  amounts  then  we  should  observe  a  linear  correlation  between  the 
standard GSL amount added and  this ratio  if  this approach  is quantitative  (Figure 
22).  We  observed  a  linear  response  of  the  method  for  more  than  2  orders  of 
magnitude with a limit of detection below 1 pmol. The determined dynamic range is 
not as high as if the quantification would be done with a synthetic internal standard 
(we  can  obtain more  than  3  orders  of magnitude  in  this  case).  In  any  case  this 
method  proved  to  be  sensitive  and  quantitative  enough  for  the  experiments  to 
follow. 
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Figure 22: Dynamic range plot of A) FGL and B)GM3. 
In  conclusion,  the  extraction  procedure  developed  for  budding  yeast  could  be 
directly  applied  to  extract  efficiently  and  reproducibly  complex GSLs,  even  from 
mammalian cells. For quantification, we used internal standard extracts from natural 
sources. Due  to  the profound difference between  the  lipid species of  the standards 
and endogenous, we managed to quantify these lipid classes with a dynamic range 
of more than 2 orders of magnitude with a limit of detection below 1 pmol.  
With this methodology we have now the possibility to generate comprehensive and 
quantitative lipidomes of the main lipid classes present in MDCK and BHK cells. In 
the  following subchapters  I will present  the most relevant applications of  this new 
technology.  This will  be mainly  focusing  on  the  role  of  lipid  homeostasis  in  the 
processes of the establishment of cell polarity, SP metabolism and viral budding. 
2. The lipidomes of polarized vs. non polarized cells 
Since BHK  and MDCK  cells  are models  for non‐polarized mesenchymal  cells  and 
polarized epithelial cells, respectively, we decided to determine how their lipidomes 
differ. Moreover,  since  these  cell  lines will  be  the  “precursors”  for  all  the  future 
experiments we thought it would be crucial to lay the foundation for future work by 
establishing  their  lipidome. The  full  result  in  terms  of  lipid  class  can be  found  in 
Table 8: 
 
A                                                                 B    
RESULTS 
42 
BHK MDCK
  mol%  σ (n=3)    mol%  σ (n=3) 
PC    23.1  2.4    25.6  1.9 
PC O‐    8.4  0.5    7.4  1.0 
PE    6.3  0.8    7.5  1.7 
PE O‐    8.1  2.4    10.7  2.5 
PI    6.6  2.5    6.9  0.7 
PS    5.0  1.4    5.4  0.5 
PA    1.2  0.2    0.8  0.2 
PG    1.3  0.4    0.7  0.1 
GPs    60.0  10.6    64.9  8.5 
   
Cer    0.4  0.1    0.5  0.2 
SM    5.9  1.0    2.2  0.2 
HexCer    0.2  0.07    0.5  0.3 
diHexCer    0.03  0.01    ‐  ‐ 
Sulf    ‐  ‐    0.2  0.04 
GM3    4.1  0.9    0.4  0.3 
Forssman    ‐  ‐    5.0  1.6 
SPs    10.6  2.2    8.7  2.6 
   
DAG    0.7  0.2    0.7  0.2 
Chol    28.8  1.5    25.5  1.2 
Table 8: Lipid class composition comparison of BHK vs. MDCK cells. 
 
 
Figure 23: MDCK and BHK lipid class profile (n=3). 
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If  we  consider  first  the  lipid  class  comparison  (Table  8  and  Figure  23),  we  can 
observe a strong similarity in the overall GP classes and Chol levels. Remarkably, SP 
classes differ dramatically. The most prominent difference is the absence of FGL and 
Sulf  in  BHK  cells.  Although  BHK  cells  have  less  SP  classes  than  its  epithelial 
counterpart, the overall SP levels in these cells are slightly elevated when compared 
to MDCK  cells. This  is accomplished by  the presence of high amounts of SM and 
GM3. 
One of the biggest advantages of employing MS for lipid analysis is the capability of 
resolving individual lipid species within a lipid class. With this in mind, we made a 
thorough  comparison  of  chain  length,  unsaturation  and  the  hydroxylation 
distribution of SPs and GPs. 
The high  similarity on  the  levels of GP  classes between BHK  and MDCK  “hides” 
some  drastic  differences  at  the  lipid  species  level.  The  cumulative  effects  of  the 
different  species  can  be  seen  in  Figures  24  and  25  (for  the  detailed  analysis  see 
Appendix  section  1.1).  At  the  unsaturation  level,  the  most  obvious  difference 
observed for GPs is the prominent presence of polyunsaturated lipid species (unsat. 
> 3) in MDCK cells compared to BHK cells (Figure 24A). In BHK cells this difference 
seems to be compensated by the increase of fully saturated and di‐unsaturated lipid 
species. 
If we make a similar analysis now for the SPs we observe the inverse tendency that 
was  seen  for  GPs.  Although  not  so  pronounced,  the  SP  unsaturation  levels  are 
shifted to a lower degree of unsaturation for MDCK cells SPs (Figure 24B). 
 
Figure 24: Unsaturation profile of A) GPs and B) SPs. 
A  B
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At the fatty acid chain length level there are also some noteworthy differences both 
for GPs and SPs. In MDCK cells, both GPs and SPs incorporate longer fatty acids on 
their  lipid  species. On  the GP  side,  this  is mainly achieved by a strong  increase  in 
species with 38 and 40 carbon atoms in MDCK cells and a reduction of all the species 
with 34 and less carbon atoms (Figure 25A). 
 
Figure 25: A) GP and B) SP chain length ditribution. C) SP hydroxylation global distribution. 
Once again, the SP species are the one that differ the most in terms of fatty acid chain 
length from one cell line to the other (Figure 25B). For BHK cells, the most abundant 
by  far  (corresponding  to  80%  of  all  the  SP  species)  chain  length  observed was  34 
followed by 42 carbon atoms (20%). The other combinations are very much depleted 
compared  to  these  two.  For MDCK,  the  length  distribution  among  the  species  is 
much more  heterogeneous  and  in  general much  longer.  The  one with  42  carbon 
atoms,  constituting  50%  of  all  the  SP  species,  is  the most  common  chain  length. 
Probably the most remarkable difference is the strong presence of SP species with an 
extra hydroxylation in the fatty acid in MDCK cells and the correspondent absence 
in BHK  cells  (Figure  14C  see Appendix  section  1.1  for more details on  lipid  class 
specificity). 
In conclusion, while  levels of  the main GP classes are similar  in both cell  lines,  the 
chain length and unsaturation distribution in the different species are very different. 
The epithelial MDCK cells are enriched in longer and polyunsaturated lipid species 
while  the mesenchymal BHK cells are enriched  in shorter di‐unsaturated and  fully 
saturated species. At the SP level the differences are even more pronounced. MDCK 
cells have  two  specific  lipid  classes  that are absent  from BHK  cells, FGL and Sulf. 
Moreover, The SP species in MDCK are more heterogeneous, longer, more saturated 
and more hydroxylated when compared to BHK cells. At this stage we hypothesized 
BA  C 
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that  the peculiar  features of  the SP composition  in epithelial cells might be related 
with the establishment of polarity  in these cells since SPs and  lipid rafts have been 
implicated with the vesicular transport to the apical membrane. This hypothesis will 
be explored in the next subchapters. 
3. Polarization of MDCK cells 
Although BHK and MDCK cells are both derived from the same tissue (mammalian 
kidney),  one  cannot  exclude  that  the  differences  observed  in  their  lipidomes,  in 
particular  the GSLs composition, might be due  to cell  line specificity and not  from 
the difference  in polarization state. To evaluate  this, we  took advantage of  the  fact 
that MDCK cells can be rendered “contact naïve” to an unpolarized morphology by 
re‐plating  them at  a  low density  for a  total of 3 days  (see Materials and Methods 
section  2.4).  From  that  point  on,  we  could  follow  the  cells  progression  from 
mesenchymal  to  an  epithelial morphology. We  collected  cells  grown  to  different 
lengths of  time  that correlated with changes  in  structural  features and applied  the 
analytical  technology developed  to establish  the changes  in  lipidome related  to  the 
progression to a fully polarized state. 
3.1. Monitoring Polarization 
At  each  time  point,  cells  were  fixed  and  stained  for  nuclei  (DAPI)  and  specific 
basolateral (β‐catenin) and apical (podocalyxin) marker proteins. Top and side views 
can be seen in Figure 26. On the first day of proliferation, the cells were still sparsely 
distributed  over  the  filter  and  they were  flat  and  stretched  out.  Importantly,  β‐
catenin was homogeneously distributed while podocalyxin was only present on the 
top of the cell plasma membrane. After 3 days cells became 80% confluent. Since cell 
division  is  still  occurring  and  they  are  close  to  confluency,  cells  started  to  grow 
vertically.  From  the  5th  day  onwards  cells  were  fully  confluent  and  display  a 
epithelial  type  of morphology  characterized  by  “tall”  cells  and  clearly  separated 
apical  and  basolateral  membranes  judged  by  the  localization  of  β‐catenin  and 
podocalyxin. From day 5 to 7 we still can observe an  increase  in  the height of cells 
which  is an  indication that cell division  is still occurring. From day 7 onwards, full 
polarization is reached and no morphological changes were observed. In summary, 
at  these  time  points  we  could  “capture”  the  most  important  landmarks  that 
correspond to different polarization states.  
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Figure 26: Representative pictures of the morphology of MDCK cells when the samples were 
collected. 
3.2. Changes in lipidome from unpolarized to epithelial MDCK cells 
Representative  cell  lysates  of  the  previously  described  time  points were  collected 
and subjected to the 2‐step extraction and MS analysis. We quantified 289 individual 
lipid  species  comprising  the  14  lipid  classes  for  each  time  point  (see  Appendix 
section 1.2). 
Confirming  the  prediction  from  the  lipidome  comparison  of  BHK  and  epithelial 
MDCK cells, the GP classes are very stable  in terms of the overall amount (Table 9 
and Figure 27). In this respect, the only significant difference that we observe in this 
experiment that was not so evident in the previous comparison is that there seems to 
be  a  conversion  from PE  to PE O‐  lipid  species with  the progression  through  cell 
polarization. Remarkably, we could recapitulate all the differences already outlined 
for the SP classes observed between the 2 cell lines. 
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  day 1  day 3  day 5 day 7 day 10  day 13
  mol%  ±σ 
n=3 
mol%  ±σ 
n=3 
mol% ±σ 
n=2 
mol% ±σ 
n=3 
mol% ±σ 
n=3 
mol%  ±σ 
n=3 
PC  22.7  2.4  24.7  1.1  22.3  3.2  22.8  0.8  23.8  0.5  25.5  1.4 
PC O‐  7.4  1.0  9.9  0.9  9.0  1.2  8.4  0.9  7.7  0.7  7.3  0.8 
PE  11.3  1.5  10.9  0.7 10.0 1.3 7.5 0.6 7.3 0.4  7.5  1.0
PE O‐  7.4  1.1  6.4  1.2  11.7  1.5  13.9  1.8  11.6  0.9  10.6  2.0 
PI  6.2  0.2  6.6  0.3  7.8  0.6  7.0  1.9  6.7  0.9  6.1  1.3 
PS  6.1  1.5  6.0  0.9 6.4 0.9 5.6 0.2 5.7 0.1  5.4  0.2
PA  0.5  0.4  0.7  0.4  0.8  0.5  0.8  0.6  0.7  0.6  0.7  0.7 
PG  0.5  0.06  0.6  0.1  0.6  0.04  0.9  0.04  0.9  0.3  0.6  0.08 
GPs  62.1  1.6  65.7  1.7 68.6 3.5 66.8 1.2 64.5 1.2  63.7  1.1
                         
Cer  0.5  0.01  0.5  0.1  0.8  0.04  0.5  0.2  0.5  0.2  0.4  0.2 
SM  8.0  0.3  6.6  0.5 2.8 0.03 2.6 0.1 2.3 0.3  2.2  0.2
Hexcer  0.4  0.3  0.6  0.3  0.6  0.4  0.7  0.3  0.5  0.3  0.4  0.3 
Sulf  0.02  0.004  0.04  0.03  0.1  0.09  0.2  0.05  0.2  0.07  0.2  0.03 
GM3  0.8  0.3  0.8  0.3 0.9 0.004 0.5 0.2 0.5 0.3  0.4  0.2
For  ‐  ‐  ‐  ‐ 0.7 0.2 2.0 0.2 3.1 0.6  4.7  1.4
SPs  9.8  0.2  8.6  0.6  6.0  0.2  6.5  0.1  7.1  0.2  8.3  1.7 
                         
DAG  1.0  0.06  1.1  0.2 0.99 0.2 0.9 0.04 0.73 0.01  0.6  0.05
chol  25.2  2.4  23.5  0.2  21.4  1.1  24.2  1.3  25.8  1.6  25.5  1.2 
Table 9: Lipid class composition comparison of MDCK cells at different polarization stages. 
 
Figure 27: Lipid class composition of MDCK cells  from unpolarized  to polarized epithelial 
state. 
The main SP classes present in the first stages of polarization (day 1 and 3) of MDCK 
cells are SM and GM3 as observed in BHK cells. With the establishment of polarity 
(day 5 to 13), we observe a drastic increase of Sulf and FGL (not detectable at day 1 
10 x
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and  3).  These  are  precisely  the  lipid  classes  that were  hypothesized  before  to  be 
characteristic  for polarized  cell morphologies.  In  summary, at  the  lipid  class  level, 
when MDCK cells are unpolarized, the spingolipidome resembles the one from BHK 
cells,  high  levels  of  SM  and  GM3.  When  polarization  proceeds,  we  observe  a 
decrease of  the SPs  that are characteristic  for  the unpolarized state while FGL and 
Sulf (specific for polarized state) increase dramatically. 
We can observe strong parallelism not only at  the  lipid class  level but also at  lipid 
species level between these 2 experiments. Like BHK cells, unpolarized MDCK cells  
(day 1 and 3) are enriched  in  fully saturated GPs and depleted  in polyunsaturated 
(Figure  28A). Notably,  the  similarity between BHK  cell  lipidome  and unpolarized 
MDCK cells is more pronounced at day 3 and 5. This apparent discrepancy might be 
explained by the effect of the change in confluency from day 1 to 5 (see Discussion 
section  3  for  details).    As  for  GPs,  the  unsaturation  level  of  the  SP  species  of 
unpolarized  MDCK  cells  resembles  strongly  the  spectrum  in  BHK.  They  are 
depleted in fully saturated SPs and depleted in mono, di and tri‐unsaturated species 
(Figure 28B). 
Figure 28: Unsaturation profile of A) GPs and B) SPs of MDCK cells at different polarization 
stages. 
At the chain length level, the previously mentioned parallelism remains. As for BHK 
cells, the unpolarized MDCK cells were enriched in shorter fatty acid chain lengths 
(number of carbons <34) and depleted in longer fatty acid chain lengths (number of 
carbons  >38)  (Figure  18A).  For  SPs, we  could  also  observe  a  strong  depletion  of 
shorter SPs (C=34) and a significant enrichment of all the other longer species (C>36) 
in unpolarized compared to polarized MDCK cells, as had been seen for BHK cells 
(Figure 29B). Once more, all these differences were more extreme at day 3 and 5. At 
the  SP  hydroxylation  level  we  observed  an  increase  in  SP  species  with  3 
A                                                                               B
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hydroxylations  and  depletion  on  SP  species  with  2  hydroxylations  with  the 
progression in cell polarization, as was observed in BHK vs. epithelial MDCK cells.  
 
Figure 29: Chain  length profile of A) GPs and B) SPs. C) Hydroxylation profile of MDCK 
cells SPs at different polarization stages. 
In  conclusion,  there  is an obvious  similarity of BHK cells and unpolarized MDCK 
cells. This suggests  that  there  is a strong correlation between  the cell  lipidome and 
cell morphology. The most striking observations are  that GPs get  longer and more 
unsaturated. At  the SP  levels  there  is a profound  remodeling of  their components. 
There are changes at the lipid class level with the rise of FGL and Sulf and depletion 
of SM and GM3 with  the formation of the epithelium. Also at the species  level SPs 
become longer, more saturated and more hydroxylated in more polarized states. 
From  this  experiment, we  could  conclude  that  there  are profound  changes  in  the 
lipidome  that correlate with changes  in morphology. What  is missing  is the spatial 
resolution that is required to infer where the lipid distribution changes. Basically, we 
know  that  the  lipidome  is  being  remodeled  but  we  cannot  determine  how  the 
remodeled  lipids are distributed which makes  the assignment of  the  lipid  function 
difficult if not impossible. To learn more about the lipid distribution in MDCK cells, 
we  decided  to  purify  the  apical  membrane  and  compare  it  to  the  total  cell 
membranes. These experiments will be explored in the next chapter. 
4. The lipidome of MDCK apical membrane 
Although the absolute amount of SPs does not increase with the establishment of cell 
polarity and formation of the apical membrane, from the previous experiment, there 
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is a profound remodeling on this lipid family which can have  important functional 
implications. To gain insight on the lipid distribution, in particular the ones that get 
remodeled  during  cell  polarity  establishment, we  developed  an  apical membrane 
purification procedure that is compatible with MS lipid analysis. 
4.1. The apical rip-off and lipid extraction from filters 
 
Figure 30: Immunoblot of the apical rip‐off compared to total MDCK cells. Antibodies were 
abbreviated as: Stx3: syntaxin, Pdx: podocalyxin, CNX: calnexin, Occ: occluding and Int β1: 
integrin β1. 
For the purification of the MDCK cell apical membrane we used a classical method 
called  the  “apical  rip‐off”  (see Materials  and Methods  section  2.7).  This method 
involves  the covering of  filter grown MDCK cells with a nitrocellulose membrane. 
This  filter will bind strongly  to  the apical membrane which can be “peeled” off by 
pulling back the nitrocellulose filter. Judging from the abundances of several marker 
proteins we could conclude  that  this preparation  is  indeed highly purified  (Figure 
30). We  observed  a  high  enrichment  of  the  apical  proteins  syntaxin  3,  gp114  and 
podocalyxin.  This  preparation  was  also  devoid  of  ER  (calnexin)  and  basolateral 
membrane (integrin β1). Finally occludin, a marker for the tight junctions which are 
the physical barrier between  apical  and basolateral PMs was  slightly  reduced but 
clearly present  in  the preparation. These data suggest  that  this procedure seems  to 
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rupture the cells at the tight junction level, leaving behind the undesired internal and 
basolateral membranes.  
In  the  rip‐off procedure  the  lipids of  interest are bound  to  the nitrocellulose  filter. 
This  poses  a  problem  for  the  absolute  quantification  because  when  the  internal 
standards  are  added  to  the  solution  they  will  be  in  a  different  phase  than  the 
endogenous species. They cannot therefore mimic the properties of the endogenous 
species since they are present in different phases. To solve this problem, we had to 
adapt  the  extraction  procedure  for  quantitative  extraction  of  endogenous  and 
standard  lipids  from  filters.  Since  endogenous  lipids  cannot  be  extracted  to  the 
aqueous phase we tried to add the internal standards to the dried filters so that they 
are  adsorbed  to  the  filters  together with  the  endogenous  lipids.  In  this way, we 
forced  the  internal  standards  into  the  same  phase  as  the  endogenous  lipids, 
mimicking the extraction behavior of the endogenous lipids from the filter. 
4.2. Lipid composition of the apical membrane 
Due  to  technical  difficulties  with  the  performance  of  the  machines  and  the 
reproducibility  of  the  rip‐off  methods  we  could  so  far  only  get  one  biological 
replicate where  all  the  lipid  classes were measured  in  a  consistent way, which  is 
required  for  the  full  lipidome  comparison with  the whole  cell profile. This data  is 
going to be shown because, although only preliminary, it shows some observations 
that are important to understand the lipid distribution in MDCK cells. In this single 
experiment  we  were  able  to  identify  and  quantify  235  individual  lipid  species 
corresponding to 14 different lipid classes (Appendix section 1.3). 
From the comparison of the lipid class profile of the apical membrane to the MDCK 
whole cell we could observe  that GPs,  in general were depleted  (2‐fold) while SPs 
(2.2‐fold) and Chol  (1.9‐fold) were  the most enriched  lipids  in  the same membrane 
(Table  10  and  Figure  31).  This  is  not  surprising  if we  take  into  account  the  lipid 
metabolism in terms of cell localization. The most depleted lipid classes in the apical 
membrane are  the phospholipids  (PG, PI, PC and PE) which are all synthesized  in 
the ER (Figure 31B). PG is known to be enriched in mitochondria and this lipid class 
is in fact the most depleted of them all. Cer is the only SP which is depleted but, this 
is also known to be synthesized in ER. Overall, the observation that these lipids are 
depleted  in  the  apical  rip‐off  result  is  a  good  control  for  the  purity  of  the  apical 
membrane purification.  
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  MDCK
(mol%) 
rip‐off
(mol%) 
Enrichment
(‐fold) 
PG  1.1  0.1  0.09 
PI  7.7  1.7  0.22 
PC  26.1  5.7  0.22 
PC O‐  6.2  1.9  0.30 
PE  9.1  5.5  0.60 
PE O‐  8.8  9.0  1.02 
PS  5.6  8.3  1.47 
PA  0.9  1.4  1.55 
GPs  65.5  33.6  0.51 
 
Cer  0.4  0.2  0.50 
GM3  0.2  0.4  1.61 
Forss  3.6  6.2  1.71 
Sulf  0.1  0.3  2.08 
HexCer  0.8  2.0  2.46 
SM  3.2  9.8  3.07 
SPs  8.4  18.9  2.24 
 
DAG  0.8  0.6  0.77 
chol  25.3  47.0  1.85 
Table 10: Lipid class composition comparison of apical membrane vs. whole MDCK cells.  
 
 
Figure 31: A) Apical vs. whole MDCK cell with B) enrichment plot 
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More  important  is  the observation  that  the most enriched  lipid classes are SPs and 
Chol. GM3, FGL, Sulf, HexCer and SM are all  synthesized  in  the Golgi apparatus. 
Since  they were  all  found  to  be  enriched  in  the  apical membrane,  this  is  strong 
evidence that they are targeted to the PM. Chol, although synthesized  in the ER,  is 
known to be enriched in the membranes towards the periphery of the cell.  
The main difference at the species  level  in absolute  terms  is  the 2‐fold depletion  in 
total GPs and  the 2‐fold enrichment  in all SPs.  If we normalize  the species data  in 
terms  of  relative  abundance  (all  the  GPs  and  SPs  species  normalized  to  100%) 
(Figure  32  and  33),  we  can  infer  whether  there  is  “preference”  of  any  of  these 
features such as unsaturation, fatty acid chain length or hydroxylation of SPs by the 
apical membrane. The apical membrane GPs seem to be slightly more saturated with 
an enrichment in mono‐unsaturated GP species and depleted in species with 3 and 4 
unsaturations  (Figure 32A). Surprisingly,  there seems  to be no preference of SP  for 
any specific double bond number (Figure 33B).  
 
Figure 32: Unsaturation profile of A) GP and B) SP in MDCK and apical membranes. 
Not only are the GPs in the apical membrane relatively more saturated but they are 
also longer. The apical membrane was relatively enriched in GPs with 36 carbons in 
the aliphatic chain while GPs with  less  than 34 carbons were significantly reduced 
(Figure 22 A). SP species levels once again showed no significant specificity in terms 
of apical membrane relative enrichment (Figure 33B and 33C). 
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Figure 33: Chain length profile of A) GP and B) SP. C) Hydroxylation profile of SPs. 
In conclusion, the apical membrane is enriched in SPs and Chol and depleted in GPs 
as expected  from  the  lipid metabolism and  its cell distribution. Moreover,  the GPs 
present  in  the  apical  membrane  are  relatively  longer  and  more  saturated  when 
compared  to  the whole  cell.  The  SPs,  irrespective  of  their  specific  features  (chain 
length, unsaturation or hydroxylation degree), are targeted to the same extent to the 
apical membrane. 
At  this point, we know  that  the SPs are highly  remodeled and  regulated with  the 
progression through polarization. This, together with the fact that they are targeted 
to  the  PM,  suggests  that  they  could  be  important  in  regulating  the  differential 
protein and lipid delivery to the apical membrane. The next chapter we will focus on 
the specific SP function in polarized cells.   
5. Inhibition of SP synthesis 
Up  to  now  we  have  evidence  that  suggests  that  SP  might  play  a  role  in  cell 
polarization. They are strongly remodeled during the progression of cell polarization 
and  they  are  targeted  to  the  PM. We want  to  clarify  their  potential  function  in 
polarization. An important phenomenon in cell polarization is the specific sorting of 
protein and  lipid  to  the different poles of  the cell.  If SPs and  lipid rafts are  indeed 
important for the establishment of cell polarity, then one can hypothesize that if we 
inhibit the synthesis of these lipids, one should affect the distribution and delivery of 
proteins that are specifically target to one the poles. This issue will be explored in the 
next subchapters.  
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5.1. Apical transport in the presence of SP inhibitors 
To assess the function of the SPs in MDCK cells, we devised a loss of function type of 
experiment. The SP metabolism can be perturbed by the addition of chemicals that 
by  competitive  inhibition with  the  enzymes’  substrate,  lower  the  amounts  of  the 
enzymes  products.  Therefore,  we  treated  the  cells  with  C9DGJ  (N‐nonyl‐deoxy‐
galactonojirimycin)  and  fumonisin  B1  (FB1),  reportedly  specific  inhibitors  of 
glucosylceramide  Synthase  (GlcCerS)  (Norris‐Cervetto  et  al.,  2004;  Butters  et  al., 
2005) and Cer Synthase (CerS), respectively (Figure 34).  
Since GlcCer  is  the precursor of all complex GSLs, comparative application of FB1 
and  C9DGJ  should  allow  differentiation  of  effects  due  to  general  reduction  of 
cellular SPs and GSL depletion in particular. With FB1 we will decrease the amount 
of  all  SPs while  for C9DGJ we  decrease  specifically  the  glucose‐containing GSLs. 
Apart from marginal effects on cell growth (i.e. cells occasionally occupied a slightly 
larger  surface  area  but  nevertheless  had  a  similar  height),  these  manipulation 
approaches displayed a cell polarity comparable to control cells (data not shown).  
 
Figure 34: SP metabolic pathways with the highlighted targets of the inhibitors. 
To assess the functionality of apical trafficking under the above‐mentioned inhibitor 
conditions, we used an apical protein (HA) transport assay (see Material & Methods 
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section 2.6). Compared to control cells, C9DGJ‐treated cells showed a block in apical 
delivery of HA which was more pronounced than  in cells treated with FB1 (Figure 
35). In contrast, the fraction of basolaterally‐localized cargo remained the same. Yet 
more  pronounced was  the  effect  on  apical  trafficking  in  conditions  of  combined 
treatment. Here, only 38% of total HA reached the apical surfaces compared to 72% 
in  control  cells,  i.e.  it was  reduced  almost  two‐fold.  The  overall  amount  of  PM‐
localized HA was diminished indicating that the cargo accumulated intracellularly.  
 
Figure 35: HA transport in FB1‐ and C9DGJ‐treated cells. 
With  this  experiment,  we  could  strengthen  the  hypothesis  that  SPs mediate  the 
delivery of proteins that should be polarized to the apical membrane and that they 
are probably involved in sorting proteins to the apical membrane. Next we wanted 
to determine what are  the global  lipidome effects and more specifically  the SPs of 
MDCK after treatment with these inhibitors. 
5.2. Comparative lipidomics of cells under different inhibition 
conditions 
MDCK  cells  were  cultured  and  collected  for  comprehensive  lipid  analysis  (see 
Material & Methods section 2.5). In total, 199 lipid species comprising 16 lipid classes 
were analyzed (Appendix section 1.4). Figure 36 shows the lipid class composition.  
In FB1 treated cells, CerS activity is compromised. Accordingly, these cells showed a 
strong reduction of all monitored SP classes beyond this metabolic step. The levels of 
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the major SP classes on  the  total cell  level were diminished between 3‐ and 9‐fold 
(Enrichment plot in Figure 36).  
 
Figure 36: Lipid class composition with enrichment plot (n=4). 
The  lipid composition of C9DGJ‐treated cells was quite different and at first glance 
more  difficult  to  understand  as  compared  to  both  control  and  FB1‐treated  cells. 
C9DGJ  targets GlcCerS  activity,  and  accordingly, Cer,  the GlcCerS  substrate, was 
enriched  1.6‐fold  although with  a  large  experimental  variability.  Importantly,  as 
with FB1 treatment, a strong decrease of FGL and GM3, two lipids downstream from 
GlcCer, was achieved. Further profile changes were presumably due to a preferential 
shunting of Cer species  into the other two parallel metabolic pathways (Figure 34). 
Hence, SM and Sulf,  the  lipids  that are metabolically  independent  to GlcCer were 
slightly enriched. It has to be considered that MS cannot distinguish between GlcCer 
and GalCer; however, the species distribution within HexCer suggests that it mainly 
constitutes GalCer.  This  is  based  on  the  proposal  that  the  backbone  of GalCer  is 
more hydroxylated than the one of GlcCer (Eckhardt et al., 2005). This together with 
the observation  that  the HexCer species 42:1;3  in C9DGJ‐treated cells  is specifically 
enriched  compared  to  control  cells  (Appendix  section  1.4).  The  most  striking 
quantitative, albeit not relative, change concerned Chol. This lipid class was reduced 
approximately two‐fold and thus constituted only 10.4 mol% instead of 22.5 mol% in 
control conditions. This is a very interesting observation with regard to studies that 
propose a regulation of Chol synthesis through SP levels, which appears reasonable 
in light of their physical interaction (see Discussion).  
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Treatment  of MDCK  cells with  both  inhibitors  resulted  in  lipid  profiles  roughly 
representing  additive  effects  of  both  individual  inhibitor  treatments.  Importantly, 
the depletion of FGL could be most efficiently achieved with this treatment strategy. 
Further, GM3 was  also  completely  depleted  (i.e.  below  detection  limit),  Cer was 
similarly  low  as  in  FB1‐treated  cells,  while  HexCer  and  SM  reached  a  level 
comparable  to  untreated  cells.  Chol  levels  were  slightly  recovered  compared  to 
C9DGJ‐treated cells, but still much lower than in control and FB1‐treated cells. 
At  the  species  level, we  expected  an  obvious  increase  in  GP  species  due  to  the 
decrease  in  the  SP  levels.  For  this  reason we  normalize  these  profiles  to  100%  to 
investigate  if  there  is  some  specificity  in  the GP unsaturation and  fatty acid  chain 
length under the inhibitor treatments. This analysis revealed changes in the GP fatty 
acid  profile  of  the  cells  under C9DGJ  treatments  being more  extreme when  both 
inhibitors were combined  (Figure 37A). Compared to control cells, we observed an 
increase  in  GP  mono‐saturated  species  at  the  expense  of  poly‐unsaturated  ones 
(db>2).  Interestingly,  although  the  SPs  are  strongly  inhibited  we  observed  no 
specificity in terms of unsaturation pattern under any treatment (Figure 37B). 
 
Figure 37: Normalized unsaturation profile of A) GPs and B) SPs. 
At the chain  length  level, we observed a slight decrease  in the overall chain  length 
profile of GPs with an increase in C < 32 and a decrease in C > 38 in inhibited treated 
cells. This effect is more pronounced with the combination of both inhibitors (Figure 
38A). More  interesting was  the  result  for  the  SPs  for  FB1  treatment. Although  in 
terms of absolute amount, SPs with all lengths go down (Appendix section 1.4), from 
the relative profile one can see that they were depleted to different extents. The most 
depleted were SPs with fatty acids with 16 carbon atoms attached, followed by the 
ones with 24 and the least depleted ones were with the intermediate length (18 < C < 
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22)  (Figure  38B).  This  can  be  explained  by  the  fact  that  CerS  is  composed  of  6 
isoforms, each of  them with  fatty acid chain  length specificity. This means  that  the 
inhibitor  does  not  act with  the  same  efficiency  for  all  the  isoforms.  Remarkably, 
C9DGJ  did  not  change  significantly  the  chain  length  profile  of  the  SPs.  The 
hydroxylation pattern of  the  SPs  also did not  change upon  any  treatment  (Figure 
38C).  
 
Figure  38: Normalized  chain  length  profiles  of A) GPs  and  B)  SPs. C)  SP  hydroxylation 
profile. 
In conclusion, by reducing the SPs levels in MDCK cells we measured a decrease in 
delivery  of HA  protein  to  its  location,  the  apical  PM, which  led  to  intracellular 
accumulation.  Importantly, we  could  confirm  that all  the  targets and downstream 
lipids were reduced, meaning that the  inhibitors were specific. Also  important was 
the observation that when glucosyl containing SPs are reduced, the Chol levels also 
are also reduced by a factor of 2‐fold. Moreover we could observe the highest effect 
on HA delivery in the combined treatment where all SPs and Chol were reduced.  
6. Viral budding 
Although enveloped virus assembly in the host cell is a crucial step in the virus life 
cycle, it remains poorly understood. One question is how viruses include lipids into 
their membrane during budding from the  infected host cells. To analyze this  issue, 
we took advantage of the fact that BHK cells can be infected by two different viruses, 
VSV  and  SFV  from  the  Rhabdoviridae  and  Togaviridae  families,  respectively.    We 
purified the host PM and the two different viruses after exit from the host cells and 
analyzed the lipid composition of these membranes by quantitative shotgun‐MS.  
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6.1. Purification of the viruses 
The  procedure  used  for  this  work  (Materials  and  Methods  section  2.8)  reliably 
yielded  pure,  infectious  virus  particles  suitable  for  further  analysis.  Only  viral 
proteins were detected  in  the preparations  as  judged by  silver  stained SDS‐PAGE 
gels (Figure 39A). The preparations were also devoid of cell‐derived lipids. We pre‐
labeled BHK cells with 1,2‐C14‐acetate and then we mixed the media from these cells 
and  cells  infected with  SFV  and  then purified  the virus. Almost  all  (>95%)  of  the 
radioactivity  was  removed  during  the  pelleting  step  through  a  sucrose  cushion 
(Figure 39B).  
 
Figure 39: A) Silver stain gel of the purified viruses. Only viral protein bands are observed. 
B)  Radioactivity  assay  for  non  viral metabolites. More  than  95 %  of  the  radioactivity  is 
separated from the viral fraction. 
6.2. Purification of the PM and its lipid composition 
The  PM  comprises  only  a  small  fraction  of  the  total  membranes  of  a  cell 
(approximately 10% seems to be a reasonable estimate for BHK cells (Griffiths et al. 
1984)), while the ER makes up more than 80% of the total cell membranes. Thus, the 
ER is the major contaminant of PM preparations. We used the ER marker calnexin as 
a measure of purity for our PM preparations. We  tried different methods  to purify 
the  BHK  cell  PM.  The most  efficient method  involved  surface  biotinylation  and 
neutravidin‐coupled magnetic beads and achieved a highly purified PM preparation 
(Materials  &  Methods  section  2.9).  With  this  method,  only  negligible  ER 
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contamination was seen, often with no calnexin detectable (Figure 40). From 350 cm2 
of ׽80% confluent cells, about 3 to 4 nmol (׽3 μg) of lipid was recovered. 
 
Figure 40: Western blot analysis of total cells (T) and purified PM.  
The lipid composition of the PM was very different from that of the whole BHK cell. 
We observed overall increases in SPs (from 9.9 ± 2.2 mol% to 20.4  ± 2.0 mol%) and 
Chol (from 28.8  ± 1.5 mol% to 42.1 ± 2.6 mol%) and a decrease in GPs  (from 56.2 ± 
8.7 mol%  to 35.2 ± 6.8 mol%)  in  the PM compared  to whole BHK  lipids. We  found 
significant  reductions  in PG, PE, PI,  and PC, while  SM, Chol, PS,  and GM3 were 
increased in the PM compared to the BHK cell (Figure 41A and 41B).  
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Figure 41: A) Lipid class compositions of BHK cells, PM, VSV, and SFV. Enrichment plot of 
B) PM vs. whole BHK and C) VSV and SFV vs. PM. 
As  for  the MDCK  apical  rip‐off,  the most  depleted  lipid  classes  in  the  PM were 
previously  shown  to  be  located predominantly  in  internal  organelles. Conversely, 
the enriched lipid classes (SPs and Chol) were previously shown to be increased in 
the PM (Meer 1989). This observation testifies to the high purity of the obtained PM 
fractions. Besides  the  reduction  of GPs  in  the PM, we  also  found  that  these  lipid 
species  are  mainly  di‐unsaturated  in  BHK  cells,  while  in  the  PM  they  are 
monounsaturated (Figure 42B). This is due mostly to a decrease in the amount of the 
PC 36:2 species,  from 6.9 ± 0.7 mol%  in  the whole cell  to 2.1 ± 1.0 mol%  in  the PM 
(Figure 42A). 
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Figure 42: A) Molecular composition of the major  lipid classes. Profiling of B) chain  length 
and C) unsaturation.  
6.3. Comparative lipidomics of VSV, SFV and the host plasma membrane 
One aim of this work was to try to understand the principles of lipid incorporation 
of  viruses  during  budding  from  the  host  cell  PM.  From  a  comparison  of  the 
lipidomes  of  the  PM  and  both  purified  viruses, we  could  conclude  that  the  lipid 
compositions of  the viruses are similar  to  the PM  lipidome with  some noteworthy 
differences. SM was enriched in both viruses, while PG and PI were depleted (Figure 
41A). Interestingly, while the SM  lipid class was only 1.3‐ and 1.5‐ fold enriched  in 
VSV and SFV,  the SM 34:0;2  species  (dehydrosphingomyelin) was enriched by 2.7 
and  3.5‐fold,  respectively. Moreover,  SM  species with  long  fatty  acids  (C24:0  and 
C24:1) were also enriched in the viruses by 2.5 and 5‐fold, respectively (Figure 42A). 
This result is in good agreement with previous reports that suggest the involvement 
of dehydrosphingomyelin  in virus budding  (Brugger et al. 2006; Chan et al. 2008). 
The most significant difference within the GPs was the elevation in the viruses of di‐
unsaturated PS species, mainly PS 36:2 (18:1–18:1) and PS 34:2 (18:1–16:1) by 1.6‐ and 
2.1‐fold, respectively (Figure 42A).  
In summary, we observed little specificity in the lipid uptake from the PM  into the 
viral  envelope. Nevertheless,  the  viruses  studied  showed  some  selectivity  for  SM 
(especially, long chain and dehydrosphingomyelin) while GM3 was depleted. At the 
species  level, we could observe some selectivity  in  terms of  lipid species geometry 
that can be an effect of the specific curvature of each virus (see Discussion section 5 
for details). 
 B                                                                                         C
RESULTS 
64 
7. Contributions 
Christer Ejsing contributed with yeast cell culture, and helpful technical suggestions 
that were valuable to the optimization of the GSL characterization method. Mathias 
Gerl contributed with MDCK cell culture. His biochemical skills were determinant in 
the  joint  effort  to  obtain  the  MDCK  cells  apical  membrane  lipidome.  Sabine 
Buschhorn established  the conditions  for efficient SP  inhibition, performed  the HA 
delivery  experiment  and  did  the  cell  culture  of MDCK  cells  under  SP  inhibitor 
treatment. Lucie Kalvodova did the BHK cell culture and purified its PM and viruses 
budding from it. 
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Discussion 
Shotgun  lipidomics uses analytical chemistry  to  investigate  the biological  function, 
significance,  and  alterations  in  lipids  and  protein  constituents  mediating  lipid 
metabolism,  trafficking,  or  biological  function  in  cells  (Han  and  Gross  2005a). 
Among its advantages over other techniques are the speed, sensitivity, and the broad 
range of lipids that it can identify from small amounts of tissues or cell samples (Han 
and Gross 2005b). Moreover, absolute quantification was made easy by the addition 
of sets of  internal standards (Ejsing et al. 2006; Ejsing et al. 2009).   These standards 
when added  to  the sample before any sample processing mimic  the extraction and 
ionization  properties  of  the  endogenous  lipid  species  enabling  absolute 
quantification.  Speed  and  sensitivity,  the  main  goals  of  a  shotgun  lipidomics 
approach,  are  attained  because  often  there  is  no  requirement  for  the  complete 
separation  of  lipid  classes  in  the  sample  subject  to  analysis.  Tandem  mass 
spectrometry  has  considerably  simplified  the  pre‐analytical  steps  as  compared  to 
relatively  “low  tech” procedures  such  as TLC. Pre‐analytical  separation  steps  and 
enrichment  of  lipid  sample,  however,  are  still  required  in many  cases  prior MS 
analyses. Phospholipids have a high propensity to suppress ionization of co‐eluting 
molecules  such  as GSLs  (Tsui  et  al.  2005).  It  can  be  viewed  as  a  competition  for 
ionization among molecules introduced simultaneously into the ESI source. Reduced 
dynamic range  is  the obvious  limitation of shotgun  lipidomics and  for  this reason, 
poorly  ionizable and  low abundant molecules often require previous separation of 
lipid classes (Deems et al. 2007; Garrett et al. 2007; Krank et al. 2007; Sullards et al. 
2007). 
GSLs are an  important molecular component of any eukaryotic cell membrane and 
although  they suffer  from  ion suppression  from  the most abundant phospholipids, 
they can be present  in considerable amounts  in some cells membranes (Hansson et 
al. 1986). Although  this  is a very well known  fact,  the more complex GSLs are still 
regarded as a  considerable analytical problem  for  shotgun  lipidomics  (Levery and 
Burlingame 2005). This is mainly due to problems of extraction of these molecules by 
organic  solvents  related  to  their  hydrophilicity. With  this  is mind, we  started  by 
optimizing  the  extraction  procedure  in  the  shotgun  lipidomics  previously 
established in the lab (Schwudke et al. 2005; Ejsing et al. 2006). 
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1. Polar lipids can be extracted with a 2-step lipid extraction  
We  believe  that  the  main  reason  why  GSLs  were  not  extracted  previously  was 
because they compete with more hydrophobic lipids for extraction. Our approach to 
circumvent  this  problem  was  to  eliminate  this  competition  phenomenon  by 
introducing  a  preliminary  extraction with  a  very  apolar  organic  solvent mixture 
which  should  extract  exclusively more  hydrophobic  lipids. After  the  collection  of 
this  extract,  the  remaining  aqueous  phase  could  be  re‐extracted  with  a  more 
hydrophilic  solvent  mixture  and  since  the  more  hydrophobic  molecules  are  not 
present  anymore,  the  GSLs  should  be  more  efficiently  extracted.  For  the 
optimization  process  we  decided  to  use  the  budding  yeast,  S.  Cerevisiae.  The 
practicality of yeast cell culture enabled us to generate large and reproducible model 
samples which were  required  for  the  systematic optimization of  the protocol. The 
simplified,  although  representative,  lipidome  allowed  us  to  utilize  this  system  to 
optimize the lipid extraction procedure to be later used for mammalian cells. 
Consecutive  extraction  of  yeast  cells with  organic  solvent mixtures  of Chl:MeOH 
10:1  (V/V) and Chl:MeOH  2:1  (V/V) proved  to be  the best  combination of  solvent 
mixtures    to  enhance  the  extraction  of  the  yeast  SPs  even  though  the  most 
hydrophilic  yeast  SP  class  M(IP)2C  was  still  poorly  extracted.  Surprisingly, 
dissolving  the  sample  in  a  mild  basic  buffer  before  organic  solvent  addition, 
enhanced  even  further  the  extraction  of  the  SPs;  mainly  the  most  hydrophilic 
M(IP)2C. This was unexpected due to the established idea that acidic extraction helps 
the recovery of polar  lipids  like PIPs (Lloyd et al. 1972). This  is due to the fact that 
negatively  charged groups are protonated, neutralizing  the  charge and decreasing 
the hydrophilicity of these molecules. This phenomenon can be observed in the mild 
recovery of IPC and MIPC in Chl:MeOH 10:1 with the presence of formic acid at pH 
1. There are 2 factors that might explain the poor performance of acidic extractions in 
this particular case. First, having most of the negatively charged groups protonated 
might help the lipid extraction but will decrease the ionization efficiency in negative 
ion mode. Second, there is a correlation between SP recovery especially for M(IP)2C 
and phospholipid separation efficiency in both extracts. This suggests that reducing 
the ion suppression by a crude separation of the lipid classes is the key for efficient 
recovery of polar GSLs. Correlated with this idea is the effect of temperature in the 
extraction. Extraction at 4  °C greatly  improved yeast SP  recovery. The  reasons  for 
this  are  two‐fold.  First,  extraction  at  room  temperature  increases  the  unspecific 
extraction  of polymers  from  the plastic  tube which  increases  the  ion  suppression. 
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This  effect  is  illustrated  by  the  slight  reduction  of  intensity  of  the  SPs  classes  in 
condition 2, Figure 16. Second and most important, is the loss of specificity in terms 
of  lipid  classes  that  are  extracted  in  both  extracts  (figure  16B  condition  3). 
Remarkably, if we compare the recoveries achieved by this extraction with the direct 
infusion (simple infusion of the same amount of dissolved standards) we manage to 
recover even more signal  for PA, PS and PI. As we maximize  the  ionization of  the 
polar lipid classes, SP is included to a higher extent by reducing the ion suppression 
from the more polar lipids DAG, PE and PC. 
The final experiment that consolidated the extraction method was a kinetic study of 
the  recovery  of  SPs.  This  is  particularly  relevant  because  we  changed  the 
temperature of extraction and this will as a consequence lower the rate constants for 
extraction. Since calculated rate constants for all the yeast SP classes are very similar, 
we do not have  to compromise  the recovery of any  lipid class because  the optimal 
time  for  extraction  will  be  the  same  for  all  SP  classes.  Also  important  is  the 
amplitude  of  reaction which determines  the  extent of  extraction. The  time  of pre‐
extraction does not  seem  to  affect  the normalized  intensity  recovered  for  IPC and 
MIPC. On the other hand, if pre‐extraction was performed for 2 hours, we managed 
to increase the extent of recovery of M(IP)2C by a factor of 2‐fold. Taking all this into 
account, we decided  to perform  the pre‐extraction  for 2 hours because  it  increases 
significantly the extent of extraction of M(IP)2C. For the polar extraction Chl:MeOH 
2:1 given  the calculated rate constants, we can deduce  that  in 1 hour 80‐90% of all 
SPs are already extracted. Since time is also an issue  in a shotgun type experiment, 
we decided to extract with the polar organic mixture for only 1 hour. The inclusion 
of internal standards will correct for the slightly incomplete extraction. 
The inclusion of this new extraction procedure in the automated shotgun lipidomics 
platform  (Figure  12)  enabled  lipidome‐wide  absolute  quantification  of  individual 
molecular lipid species by the streamlined processing of a single sample. For the first 
time  polar  lipids  like  all  the  yeast  SPs  (including  sphingoid  bases)  and 
lysophospholipids were  included  in  the analysis making a  total of 21  lipid  classes 
identified and quantified  to  the species  level  (Ejsing et al. 2009). This pipeline was 
applied successfully in several studies. We could show that growth temperature and 
defects  in  lipid  biosynthesis  induce  ripple  effects  throughout  the  molecular 
composition of the yeast lipidome (Ejsing et al. 2009). In another study, we showed 
for the first time that there is selective lipid sorting correlating with cargo sorting at 
the TGN of budding yeast (Klemm et al. 2009). 
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2. Mammalian GSL identification and quantification by 
shotgun-MS 
The GSL compositions of BHK and MDCK cells have been established  for decades 
(Renkonen  et  al.  1971;  Hansson  et  al.  1986).  These  pioneering  studies  were 
performed with very “primitive” MS and TLC techniques, which have the limitation 
of not providing lipid species information. Moreover, they relied on a very long and 
tedious extraction procedure involving dialysis and the hydrolysis of phospholipids 
and subsequent  loss of  the  information related  to  these  lipids  (Breimer et al. 1981). 
This work was important because the GSL classes that were identified might play a 
structural role in these cell lines.  
We  tested  the performance of  the new 2‐step  extraction  in  recovering MDCK and 
BHK GSLs against the conventional Folch extraction and lyophilization. As for yeast 
SPs, we observed an increase in the recovery of all the GSLs compared to the other 
lipid extraction methods. Importantly, we could retrieve all the GSLs that are known 
to  be  abundant  in  both  cell  lines. We  could  also  confirm  that  the  principle  that 
governs  the  lipid class separation  is  indeed hydrophobicity.  Irrespective of  the cell 
line used, all the more hydrophobic lipid classes (the ones that run the most with the 
eluent)  are  extracted  in Chl:MeOH  10:1. On  the other hand,  the more hydrophilic 
lipid classes are extracted in Chl:MeOH 2:1. 
The  ability  to  extract  and  measure  lipids  efficiently  is  very  important  for  the 
identification of lipids but not sufficient for absolute quantification (Wolf and Quinn 
2008). For quantification one has to employ at least one synthetic lipid standard per 
lipid  class.  For most  of  the  lipid  classes  this  is  a  trivial  issue  because  there  are 
commercially available lipid standards that are analogous to the endogenous lipids 
and can be resolved in a MS experiment (Table 7). This was not the case for GM3 and 
FGL.  For  these  lipid  classes  only  lipid  extracts  are  commercially  available. 
Nevertheless, we took advantage of the fact that they exhibit a very distinct profile of 
lipid species and we could model the endogenous + standard overlapping profiles to 
a linear combination of the individual profiles weighted by the respective amounts. 
With this approach, we could perform absolute quantification on these lipid classes 
with  a  sub‐picomole  detection  limit  and  more  than  2  orders  of  magnitude  of 
quantitative dynamic range.  
DISCUSSION 
69 
Currently, there are two paradigms of how lipidomic studies are performed targeted 
lipidomics and shotgun lipidomics. Targeted lipidomics, as the name suggests, focus 
on a particular or set of lipids with hypothetically relevant bioactive properties. Most 
of  the  times  these  are  low  abundant  lipids  that  require  very  specific  lipid 
purifications  that  often  require  the  exclusion  or  even  the  destruction  of  the most 
abundant  lipids  (Astarita  et  al.  2009; Zhao  and Xu 2009) and  in general  involve a 
chromatographic  separation  step  (Balazy 2004). The advantage of  this approach  is 
the high  sensitivity which  is a  requirement  for very  low abundant molecules. The 
disadvantage which is common to any targeted approach is that one might “miss the 
elephant in the room”. This means that by narrowing the analysis to a particular set 
of  lipids  we  will  lose  the  grasp  of  the  ripple  effects  that  any  perturbation  can 
produce  in  the whole  lipidome  and  this might  be much more  relevant  than  the 
differences in the targeted lipids themselves. Shotgun lipidomics on the other hand, 
aims for the identification and quantification of the broadest range of lipids to try to 
portrait the best possible “picture” of the membrane (Han and Gross 2005b; Han and 
Gross 2005a). This is ideal for structural studies like ours, because the most relevant 
lipids  here  are  definitely  the most  abundant  ones.  These  are  the  lipids  that will 
mostly  influence  the  physical  and  functional  properties  of  the  membranes.  The 
advantages  of  this  approach  are  that  it  is unbiased  and does  not  assume  starting 
candidates.  Often  it  creates  new  possibilities  that  can  be  investigated  further. 
Moreover, it is quantitative and high throughput compatible. The big disadvantage 
is  the dynamic  range. Because of  the broad  spectrum of  the analysis, very general 
and unspecific purifications have to be employed (Folch et al. 1957; Bligh and Dyer 
1959).  This  comes  at  the  expense  of  the  low  abundant molecules  that  are  often 
important.  Important  developments  and  discoveries  have  been  already 
accomplished  by  these  two  approaches.  This  testifies  for  the  complementarity  of 
these  approaches  and  the  employment  of  one  or  the  other  is  dependent  on  the 
specific requirements and nature of the scientific problem to be investigated.  
The  complex GSLs were  until  now  in  the  realm  of  targeted  lipidomics  (Müthing 
1996; Levery and Burlingame 2005; Vukelic et al. 2005; Nagatsuka et al. 2006). This is 
mainly due to the high polarity of these molecules coming from the large number of 
sugar residues which results in poor organic solvent extraction. This was overcome 
by  the  specific  purification  of  SP  by  saponification  of  the  phospholipids  and 
subsequent chromatographic separation of the GSLs (Lacomba et al.; Sullards et al. 
2007). With these two preliminary steps, one could avoid the  ion suppression from 
the  more  abundant  GPs  and  detection  could  be  further  improved  by  the 
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chromatographic  separation.  In  this work, we avoid  these  tedious and destructive 
initial steps by  introducing an apolar pre‐extraction of  the sample  that enables  the 
sensitive  detection  of  GSLs.  With  this  optimized  workflow  and  with  the  recent 
advances  in MS capabilities, we manage  to  include polar  lipids  in  the repertoire of 
lipid classes that can be measured by shotgun approach (Figure 43). 
 
Figure  43: Optimized  shotgun  lipidomics workflow  for GSL  quantification  (see Materials 
and Methods section 2.1 for details). 
3. Lipids in cell polarization of epithelial cells 
SPs and GSLs  in particular have been  implied  in apical  transport of epithelial cells 
(Simons and Van Meer 1988; Schuck and Simons 2004; Weisz and Rodriguez‐Boulan 
2009). Now having a method  for  comprehensive  characterization of  the main GPs 
and SPs  in mammalian  cells, we decided  to do a  comparative  lipidomics  study  to 
investigate the lipidome of unpolarized vs. polarized cells. We used MDCK cells as 
model for a polarized cell and BHK cells as a model for unpolarized cells. The level 
of detail of the analysis allowed us to do uncover some novel biological insights.  
If we compare the levels of the main lipid categories in both cell lines GP:SP:Chol we 
find  a  conserved  ratio  of  6:1:3,  respectively.  This  is  precisely  the  ratio  already 
observed decades ago (Renkonen et al. 1972; Hansson et al. 1986), and it seems to be 
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a trademark of these cell lines and hypothetically of any mammalian kidney cells. If 
we go to the lipid class composition comparison, we find very similar levels of all the 
GP classes. On the other hand, the SP class composition is completely different and 
cell line specific. SM and GM3 are the most abundant SPs present in BHK cells while 
MDCKs  have  specific  SP  classes  present,  FGL  and  Sulf.  This,  by  itself  raises  the 
possibility  that  specific  SP  classes  and  not  every  SP  might  be  involved  in  cell 
polarization since the overall level of SPs is not different between the two cell lines 
but  the  specific  SP  classes  are.  This  goes  in  line with  the  preferential  subcellular 
localization of FGL to the apical domain (Hansson et al. 1986; Vieira et al. 2006) and 
the  localization  of  Sulf  to  the  basolateral membrane  (van  der  Bijl  et  al.  1996)  of 
MDCK cells. Moreover,  it has been shown  that specific GSLs mediate epithelial‐to‐
mesenchymal transition of human and mouse epithelial cell lines (Guan et al. 2009). 
In  these  studies,  GM3  was  implicated  in  cell  motility  (Todeschini  et  al.  2007; 
Todeschini  et  al.  2008).  Since  the  localization  of  the  specific  epithelial  lipids 
corresponds to the specific membrane of epithelial cells we can hypothesize that they 
might play a role in their morphogenesis and functionality.  
For  the sake of clarity  I will  focus  the discussion on  the most general changes. For 
future work, the comprehensive analysis of the whole lipidome will be found in the 
Appendix.   
For  the  first  time we  could  compare  comprehensive  lipidomes of  cells  in different 
states  and  we  found  dramatic  differences.  MDCK  GPs  are  longer  and  more 
unsaturated while SPs are also longer but more saturated compared with BHK cells. 
Perhaps  the most  striking  difference  is  the  strong  presence  of  hydroxylated  SPs 
which are mainly coming from FGL and Sulf species, the SP classes that are specific 
to MDCK  cells.  Fragmentation  of  these  species  revealed  that  the hydroxylation  is 
present in the α‐position of the fatty acid (data not shown). The gene responsible for 
this additional hydroxylation  is  called FA2H  (fatty acid 2‐hydroxylase), and  it has 
been shown to be specifically expressed in the nervous system, epidermis, intestine 
and kidney  (Hama 2009). The  substrate of  the enzyme  is  the  free  fatty acid and  it 
seems to be unspecific to  chain length (Alderson et al. 2004). Our data contradict this 
prediction because we only  find  significant amounts of hydroxylated SP  in  longer 
fatty  acids  (C20‐C26)  (Appendix  section  1.1‐4).  This  inconsistency  might  be 
explained by  the  fact  that  the unspecificity was a conclusion  from data of an over‐
expression  type of experiment. Our data  suggest  that  the  level of  concentration of 
this  enzyme  in  a  cell  is  crucial  for  its  substrate  specificity.  Another  interesting 
observation is the reported preferential incorporation of hydroxylated fatty acids in 
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galactosyl containing lipids due to the ER localization of the enzyme (Eckhardt et al. 
2005).  From  our  data,  we  can  see  that  in  MDCK  cells  these  fatty  acids  are 
preferentially  incorporated  into  Sulf  and  FGL while  in  SM  and  GM3  only  trace 
amounts  are present  (Appendix  section  1.1‐4). This  shows  that  the  localization  of 
GalCer cannot be the only explanation the hydroxylated fatty acid distribution over 
the SPs classes. In our view,  the regulation of  the channeling of  these  fatty acids  is 
much more complex. They get preferentially incorporated in FGL and excluded from 
GM3, both glucosyl‐containing GSLs. From a search  in  the  literature regarding  the 
specificity  of  this  enzyme  it  is  safe  to  say  that  hydroxylated  fatty  acids  can  be 
incorporated into most, if not all, SPs (Hama 2009). A possible explanation could be 
the  principle  of  differential  GSL  conformation  depending  on  the  Cer  backbone 
(Lingwood 1996).  If  indeed  long hydroxylated  fatty acids alter  the conformation of 
LacCer,  then  this  could generate  a differential distribution of  species  in GM3  and 
FGL.  This  implies  also  that  the  GM3  and  Gb3  (the  precursor  of  FGL)  synthases 
activities could be sensitive to different conformations of LacCer. 
We discussed that the re‐modeling of the polar heads of SPs that defines the classes 
is  related  to  their  specific  localization. But, what  could  be  their  specific  function? 
What could be the structural implications of synthesizing longer, more saturated and 
more  hydroxylated  SPs? And, why  do  polarized  cells  have  increased  amounts  of 
longer and more saturated SPs?   
All  these  intriguing  and  complex  observations  fit well with  a  simple  concept,  the 
lipid  raft  theory  (Simons  and  Ikonen  1997).  Lipid  rafts  are  membrane  domains 
enriched  in  SP,  Chol,  and  proteins  that  can  be  stabilized  to  coalesce,  forming 
platforms  that  function  in  membrane  signaling  and  trafficking  (Lingwood  and 
Simons  2010).  They  are  considered  to  be  the  basis  to  form  vesicular  carriers  that 
define the lipid and protein identity of the apical membrane (Simons and Van Meer 
1988). From the physical perspective, rafts are thought to be more ordered like the lo 
phase  in model membranes,  and  their  physical  properties  constitute  the  sorting 
principle that could segregate lipids and proteins into confined domains segregated 
away from the surroundings (Simons and Vaz 2004). This phase co‐existence comes 
from  non‐ideal  mixing  of  different  lipids.  Biophysical  studies  have  been  very 
important to define the principles that govern this phenomenon of phase transition 
(Goñi et al. 2008; Marsh 2009). The structural features of lipids that have been shown 
to  promote  lo  phase  separation  in  the  presence  of Chol  are  an  increase  in  chain 
length and in saturation (that increase the attractive van der Walls interaction). From 
the observation that SPs are more saturated than GPs, that they can have additional 
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hydroxylations  (which  can  increase  the  number  of  hydrogen  bonds)  and  glycan 
polar heads  (which  can  introduce  strong glycan‐glycan  interactions)  (Tillack  et  al. 
1983; Hakomori 2002) came  the  idea of  the preferred association between SPs and 
Chol in raft formation in cell membranes (Simons and Ikonen 1997).  
From all  this work  that  spans  for more  than 40 years, a  thermodynamic model of 
“condensed  complexes” has been proposed  to  account  for  this non‐ideal behavior 
(McConnell and Radhakrishnan 2003). This model arose from the observation that a 
binary mixture of Chol  and  a  specific phospholipid  can  form  three distinct  liquid 
phases at a  fixed  temperature and pressure  (Radhakrishnan and McConnell 1999a; 
Radhakrishnan  and  McConnell  1999b).  The  term  “condensed”  is  employed  to 
indicate  that  the  complexes  are  responsible  for  the  condensing  effect  of Chol:  the 
average area per molecule in the complex is less than would be expected from ideal 
mixing. With the advent of optical techniques to study lipid phase separation, binary 
lipid  mixtures  containing  Chol  failed  to  display  micron‐size  phase  co‐existence, 
while ternary phase diagrams composed of unsaturated GPs, saturated  GPs or SPs 
and Chol displayed large scale phase separation (Veatch and Keller 2003; Veatch et 
al.  2004).  In  a  nut  shell,  these  results  suggest  the  formation  of  “condensed 
complexes”  between  Chol  and  saturated  GPs  or  SPs,  and  that  these  complexes 
would  be  immiscible  with  unsaturated  phospholipids  (McConnell  2005).  The 
important  corollary  is  that  the  attractive  interactions  between  binary  condensed 
complexes are not sufficient to generate a phase but they can be detected by methods 
that are not limited by the size of the complexes. If we added now a third component 
which  repels  the  “condensed  complex”  the  sum  of  the  contributions  would  be 
sufficient  to generate  large scale phase separation. The experimental quantification 
of these attractive/repulsive interactions, confirmed that the balance between them is 
required and sufficient to generate large scale phase separation (Almeida 2009).  
According to the raft concept, the vesicular carriers that deliver  lipids and proteins 
to  the  apical  membrane  of  epithelial  cells  are  formed  in  the  Golgi  by  the 
condensation of SPs, Chol and apical proteins. An obvious prediction  is  that  if  the 
cell has  to generate and maintain an apical membrane,  its membrane  composition 
has to be compatible with phase separation. According to the “condensed complex” 
model,  large  scale  phase  separation  can  only  be  achieved  by  an  increase  of  the 
attractive  forces  that  condense SPs  and Chol  and  the  repulsive  forces  that  lead  to 
segregating  from  the  less  condensed  phase.  This  is  precisely  what  we  see  by 
comparing the lipidomes of BHK and MDCK cells. MDCK cells remodel their SPs by 
increasing  the  chain  length,  saturation,  hydroxylation  level  and  glycan  content  of 
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their SPs. These  features will act as  the “glue”  to keep  the  lipid  raft  together and 
functional. On  the  other  side,  by  increasing  the  unsaturation  level  of GPs,  it will 
increase  the repulsive  interaction between  the remaining phase and  the condensed 
raft  domain,  a  requirement  for  the  stabilization  and  potential  coalescence  of  a 
functional  lipid  raft  domain.  Although  these  data  imply  a  purely  lipid‐driven 
mechanism of  lipid  raft  formation and  coalescence, proteins are bound  to play an 
important  role  in  this  process  (see  (Lingwood  and  Simons  2010)  for  a  detailed 
review).   
To  exclude  the  possibility  that  these  differences  are  species  specific  (BHK  derive 
from hamster  and MDCK  from dog) we  followed  the polarization of MDCK  cells 
from a mesenchymal morphology  to a  fully polarized epithelial state by analyzing 
the  changes  in  the  lipidomes.  In  this  experiment  we  could  observe  a  biphasic 
“behavior” of  the  lipidome  that  correspond  to very defined morphological events. 
Overall changes  in  the  lipidome  from day 1  to 3‐5, can be attributed mainly  to cell 
division and cell spreading until achieving confluency while changes  from day 5‐13 
are  attributed  to  the  establishment  of  epithelial  polarity.  Strong  evidence  that 
validates  the  uncoupling  of  these  consecutive  processes  is  the  fact  that  the 
differences  in  the  lipidome  from day 1  to 3‐5 are  specific  to  this  stage and are not 
observed  in  the  comparison  of  BHK  vs.  MDCK  cells.  These  differences  are  the 
increase of PE O‐ and the decrease of PE and Chol. More striking and relevant is the 
fact  that we  can  recapitulate  the  differences  in  the  lipidomes  between  BHK  and 
MDCK cells already discussed above demonstrating  that  the changes observed are 
cell polarization specific. If we take into account that BHK cells were collected when 
they were close to confluency, it is not surprising that the lipidome of MDCK cells on 
around days 3‐5 are the ones that reflect best the lipidome of BHK cells.  
Although  these  experiments  provided  valuable  information  on  the  total  cellular 
lipidome, we do not know how the SPs are distributed in the cell. If raft components 
were enriched in the apical membrane, then this could be used as an argument that 
indeed lipid rafts are formed in Golgi (where SPs are synthesized) and that they are 
targeted to the apical PM, one of the important original tenets of the raft theory. To 
tackle this issue we used a classical technique to isolate the apical plasma membrane, 
the  apical  rip‐off  (Simons  and Virta  1987).  This  protocol  provided  very  pure  PM 
preparations, judging from the enrichment of the apical markers and the depletion of 
the intracellular and basolateral markers.  
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At  the  lipid  category  level,  we  observed  a  change  from  the  cellular  ratio  of 
GP:SP:Chol of 6:1:3 to roughly 3:2:5 in the apical membrane. This corresponds to an 
enrichment  of  around  2‐fold  in  the  overall  levels  of  SPs  and Chol, while  the GPs 
were depleted 2‐fold. This is precisely what is expected from the raft theory. At the 
lipid  class  level  not  surprisingly,  the  6  most  enriched  lipid  classes  are  all  rafts 
components, while all the most depleted lipid classes are GPs or Cer. This result is in 
line with what is known about the cellular lipid distribution if we take into account 
their biosynthetic localization and vesicular transport (van Meer et al. 2008).  
The enrichment at the lipid class level was more or less expected, but at the species 
level we can extract additional information that might shed some more light on the 
principles of lipid sorting by raft segregation. Although SPs are enriched by a factor 
of 2,  it  is  interesting  to  see  that  there  is no pronounced preference  in  terms of SP 
chain  length,  saturation  or  hydroxylation  level. This  observation  suggests  that,  in 
vivo, a SP no matter what the structural features are, will be enriched with the same 
propensity to the raft phase. Of course, these features might affect the properties and 
function  of  the  lipid  raft  phase  (as  suggested  from  the  comparison  of  BHK  and 
MDCK  lipidome)  but,  once  a  coalesced  lipid  raft  platform  is  formed  all  the  SPs, 
irrespective of their structural identity, will be enriched to this domain. The GP lipid 
species  composition  shows  a  completely  different  situation.  Of  course,  the most 
relevant change is the 2‐fold depletion of the GPs, but if we compare the saturation 
level preference in the apical membrane, we can see that mono‐unsaturated species 
are less depleted and this is compensated by a stronger depletion of polyunsaturated 
lipid species (3<unsat.<5). Also, at the chain length level, combinations of fatty with 
36 carbons are  less depleted  than shorter combination  (C<34).  It has been reported 
that  activated  T‐cell  plasma  membrane  domains,  a  lipid  raft  dependent 
phenomenon,  show  an  accumulation  of  saturated  and mono‐saturated PC  species 
and depletion of poly‐unsaturated species (Zech et al. 2009). This discrepancy might 
be explained by the fact that the activation of the T‐cell membrane domain happens 
in  the plasma membrane, while  the apical membrane  specificity  comes  from  lipid 
sorting at  the Golgi  level. Anyway,  the principle of higher order of GP  saturation 
enrichment is present in both studies. It is hard to imagine that specifically a GP with 
an unsaturated fatty acid could be incorporated into a lipid raft. We can hypothesize 
that a  lipid with this feature would be helpful  if  incorporated  in the perimeter of a 
lipid raft where the saturated fatty acid could interact with the more ordered phase 
and  the  unsaturated  fatty  acid  could  interact  with  the  more  disordered  phase, 
stabilizing the 2D phase interfaces. Thus, lipids with this configuration could act as 
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lineactants  since  their  2D  behavior  resembles  the  3D  behavior  of  surfactants. 
Moreover, in this study, it was also observed that a general enrichment in PS species 
occurred  in activated T‐cell membrane domains. Although  the changes reported  in 
these two studies do not match perfectly, which might reflect the specificity of these 
processes,  there  are  some  common  denominators  which  point  to  the  possible 
universality  of  the  principles  that we  propose  to  govern  the  lipid  sorting  by  raft 
domain formation. 
4. SP function in cell polarity 
As mentioned  before,  cellular  lipid  composition  and  transport  characteristics  are 
interrelated. With  regard  to phase  separation  and  the  concept  of domain  induced 
budding, a certain lipid composition at the trans Golgi network is required for apical 
carrier formation (Schuck and Simons, 2004; Simons and Vaz, 2004). A study of the 
trafficking of the bona fide raft‐marker protein HA in MDCK cells provided concrete 
evidence  for  a  functional  role  of  SP‐Chol  enriched  microdomains  in  apical 
membrane  fidelity  (Keller  and  Simons  1998).  Using  lovastatin  and  methyl‐
cyclodextrin,  cellular  Chol  levels  were  lowered  by  60  to  70  %,  resulting  in  a 
reduction of HA apical transport but not the basolateral delivery of VSVG. The same 
cargo was used in this study to investigate the functional role of SPs in its delivery. 
We observed reduction in apical transport of HA under conditions where SP content 
was decreased. In MDCK cells, FB1 treatment led to basolateral missorting of GP‐2, 
an endogenous protein (Mays et al. 1995). Moreover,  in pancreatic  island cells, FB1 
treatment interfered with apical secretion of zymogens (Schmidt et al. 2001). Another 
interesting observation was  the  fact  the  combination of  these drugs  resulted  in an 
additive effect  in terms of HA delivery to the apical membrane suggesting that the 
effect might be specific. Although these results are not unprecedented, in the present 
study  they are accompanied with detailed  information at  the  lipid  level  that might 
shed some light to this process at the lipid molecular level. Also, the use of different 
inhibitors that target the SP metabolism at different levels, should also increase our 
understanding regarding which specific SP classes are required for this process and 
any potential compensation mechanism that the cell might use to counterbalance the 
loss of SPs. 
Cellular  lipid  homeostasis  is  regulated  by  complex  networks  that  control  both 
synthesis  and  catabolic pathways. These  networks  are  further  complicated  by  the 
intersection of several synthesis pathways at different  levels. Thus,  interfering with 
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SP synthesis was likely to induce broad changes in the cellular lipid composition, of 
which not  all  could be  rationalized. Also,  complete depletion of  SPs  could not be 
achieved since all manipulatory approaches must ultimately guarantee that the cell 
survives. We could observe the direct action of the inhibitors on the cell lipidome. In 
FB1  treatment,  the CerS activity  is blocked. Cer  is  the precursor  for all  the bilayer 
forming SPs so, as expected we observed a generalized drop  in all SPs classes. For 
C9DGJ  the  blockage  is  at  the GlcCerS  level which  complicates  the  analyses.  The 
problem comes from the inability of MS to resolve the GlcCer and GalCer, the sum 
of  them  is  termed here HexCer. This makes  the unambiguous measurement of  the 
product of the enzyme impossible. However, we find 3 important pieces of evidence 
that suggest that the inhibition was specific. First, we see an increase, although small, 
in  the  substrate of  the  enzyme. We believe  that  this  small  accumulation  is due  to 
channeling  of  Cer  into  parallel  pathways  that  also  use  Cer  as  substrate,  the 
sphingomyelin  synthase  (SMS)  and  the  GalactosylCeramide  synthase  (GalCerS). 
This  resulted  in  an  accumulation  of  SM  and  Sulf.  Second, we  observed  a  strong 
inhibition  of  all  the  lipid  classes  that  are  unambiguously  downstream  from  the 
GlcCerS, GM3 and FGL. Third, and  the  least obvious, was  the change observed  in 
the HexCer  profile with  the  specific  enrichment  in  the  species  42:1;3. GalCerS  is 
known  to  include more hydroxylated  fatty acids  in  their Cer backbone due  its ER 
localization when  compared  to GlcCer which  is  localized  to Golgi  (Eckhardt et al. 
2005).  So  the  fact  that  the  overall HexCer  level  is  unchanged  and  this  particular 
hydroxylated species is increased suggests that GalCer should dominate the HexCer 
profile and GlcCer should be depleted.  
We  can  also  observe  indirect  effects  of  the  addition  of  the  drugs.  The  most 
spectacular  being  the  2‐fold  decrease  (corresponding  to  10 mol%)  in  Chol when 
C9DGJ  is added  to  the cells. This  follows earlier  indications  that SPs regulate Chol 
synthesis via the sterol regulatory element binding proteins (SREBP) (Worgall 2007). 
Their  activity  is  controlled  through  proteolytic  cleavage  from  intracellular 
membranes to obtain transcriptionally active proteins that regulate the transcription 
of more  than 30  lipogenic genes, e.g.  for Chol and  fatty acid synthesis  (Brown and 
Goldstein 1997). Increased Cer levels have been reported to attenuate SREBP activity 
(Worgall et al. 2002). This could mechanistically be related to cell culture and model 
membrane  studies  demonstrating  that  Cer  can  displace Chol  from  PM  rafts  and 
induce it to move to intracellular membranes (Simons and Ikonen 2000; Megha and 
London  2004) where  it  in turn might  affect  SREBP  activity.  The  observation  that 
C9DGJ‐treated cells had strongly reduced Chol  levels, and at the same  time almost 
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two‐fold higher Cer  levels, suggests a related regulatory phenomenon. However,  it 
does not seem reasonable  that  the mechanism would be Chol displacement by Cer 
since the difference of the  increase  in Cer and decrease  is Chol  in absolute terms  is 
more  than  50‐fold. Confirming  the  observation  of  the  additive  effect  in  the  apical 
transport of the combination of both inhibitors we also observe additive effects in the 
lipidomes with generalized decrease in SPs and Chol. 
At the species level, the most interesting observation is the differential inhibition of 
SPs according to their fatty acid lengths in FB1 treated cells. CerS is composed by 6 
paralog enzymes  that have a  tight  substrate  specificity with  regard  to a particular 
fatty  acid  length  (Pewzner‐Jung  et  al.  2006). What  this  results means,  is  that  FB1 
blocks more  efficiently  the CerS5  than  any  of  the  other  isoforms.  This  fact might 
explain  why  we  get  such  a  mild  transport  defect  under  these  conditions.  The 
residual amount of  longer SPs might be enough to condensate with Chol and form 
lipid rafts that, although less, could still deliver HA protein to the apical membrane.  
Another  indirect  effect  was  the  change  in  GP  unsaturation  profile  after  FB1 
treatment and this trend was accentuated by the combination of both inhibitors. The 
specific  increase  of mono‐unsaturated GP  species  strengthens  the  idea  that  these 
lipid species could be at  the perimeter of  lipid  rafts acting as  lineactants. With  the 
decrease  of  SPs,  the  condensation  effect  of  Chol  might  be  reduced  and  as  a 
consequence, lipid raft formation is impaired. The consequence of this could be the 
generation of  less or smaller  lipid rafts. If there are smaller  lipid domains, then the 
interface between the domains should be bigger compared to the normal condition. 
This could explain  the specific enrichment of mono‐unsaturated species  if  they are 
enriched at the border of lipid rafts, as suggested before. 
The number of lipid species measured for MDCK cells grown on full medium is 50% 
bigger than the same cells grown on lipid depleted media (see Appendix sections 1.2 
vs 1.4) (Figure 44). This apparent discrepancy can be explained by the contribution of 
salvage  pathways  that  recycle  lipids.  Degradation  pathways  allow  the 
decomposition of  lipids to  its smaller components (fatty acids, sphingosine, sugars, 
polar heads…) so  that they can be reutilized by  the biosynthetic pathways  (Infante 
1984; Tettamanti et al. 2003). Full medium  is known  to have a high  lipidic content. 
Since cell exogenous lipids from the medium are internalized by the cells they can be 
sent  for  degradation  and  their  specific  degradation  products  could  then  be 
incorporated  in  the  cellular  lipidome,  increasing  its  heterogeneity.  From  the 
comparison of  the MDCK cell  lipidomes grown  in  full medium and  lipid depleted 
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medium, one  can  infer  the  contribution  from  the  salvage pathways  to  the MDCK 
cellular  lipidome  (Figure  44).  Interestingly,  although  only  60%  of  the MDCK  cell 
lipids are coming from the de novo biosynthetic pathway (shown by the overlapping 
lipids  identified  in  both  feeding  conditions),  they  constitute  90%  of  the  total 
lipidome. This observation suggests that although there is a substantial contribution 
from recycling of medium lipids, the biosynthetic pathways still have a “preference” 
for  incorporation  of  endogenous metabolites  into  its  lipidome. Nevertheless,  a  9 
mol%  contribution  to  the  lipidome  is  not  negligible  and  future work  focusing  on 
lipid  metabolism,  should  take  this  into  account  and  preferably  be  done  in 
delipidated conditions to minimize the contribution from the salvage pathways.    
 
Figure 44: Lipidomic species distribution of full medium (FM) and lipid depleted (DM) fed 
cells  
5. Viral budding 
The most startling result of this study is that the lipid compositions of SFV and VSV 
are  so  similar.  This  is  the  case  for  the  lipid  class  distribution  as well  as  for  the 
individual species within each lipid class. Also important is the high content of Chol, 
at 43.6 mol% ± 1.8 mol% for VSV and 42.4 mol% ± 1.9 mol% for SFV. Early studies of 
the lipid composition of SFV by Renkonen et al. (Renkonen et al. 1971) had similarly 
high values, while those reported for VSV were lower (McSharry and Wagner 1971; 
Patzer et al. 1978). 
To  compare  the  lipidome  of  the  host  membrane  with  those  of  the  viruses,  we 
developed methodology to purify the PM from BHK‐21 cells. The major contaminant 
of membranes is the ER, and this is also the most troublesome impurity because the 
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lipid composition of this organelle is quite different from that of the PM (Meer 1989). 
The  concentrations  of Chol  and  SPs are  known  to  increase  along  the  biosynthetic 
pathway from the ER to the cell surface (Meer 1989). In our analysis, the Chol content 
of  the  PM  was  42.1  mol%  ±  2.6  mol%.  The  lower  values  reported  previously 
(McSharry and Wagner 1971; Hirschberg 1974; Patzer et al. 1978; Pessin and Glaser 
1980)  for  Chol  and  SPs  can  probably  be  attributed  to  insufficient  purity  of  the 
isolated PMs.  An  additional measure  of  the  purity  of  our  PM  preparation  is  the 
threefold  reduction  in  the  level  of  Cer,  which  is  synthesized  in  the  ER  and 
predominantly  enriched  there. Also,  the  SP concentrations, with  the major  classes 
being SM and GM3, were much higher in the PM than in the whole‐cell lipidome. 
Thus, we can conclude that our PM preparation from BHK cells was quite pure and 
therefore that the  lipidome of the PM can be compared usefully to the lipidomes of 
the two viruses. Based on our analyses, it is obvious that all three lipidomes are quite 
similar. The Chol concentration is higher than 40%, and also, the SP concentration is 
around 20% in all of the lipidomes. However, concerning the SP composition, the SM 
content is slightly higher in the viral envelopes, but this is compensated by a similar 
decrease in GM3 content in the viral envelopes. In comparing the lipid compositions 
of the viruses and the PM, it is also important to keep membrane geometry in mind. 
While both  SFV  and VSV  are highly  curved, the PM  is probably  less  curved. The 
difference between  the areas of  the  inner and outer  leaflets of membrane  increases 
with  curvature. Thus,  in SFV  (the diameter of  the  lipid  envelope without  spikes is 
approximately  50  nm),  the  inner  leaflet  will  cover  only  about  65%  of  the  area 
presented by the outer leaflet, and for the less‐curved, bullet‐shaped VSV (180 by 70 
nm),  the  coverage will  be  80%  (Thomas  et  al.  1985).  The  differences  between  the 
areas  of  the  outer  and  inner  leaflets  could  account  to  some  extent  for  the 
differences—albeit small—in  the  lipid  compositions of  the PM and  the viruses. For 
instance,  considering  that PS  species  should populate  the inner  leaflet of  the BHK 
PM, PS species with bulkier fatty acid moieties (e.g., diunsaturated species) could be 
sorted  to  the  viral  bud  regions  (Op  den  Kamp  1979;  Allan  and  Quinn  1989; 
Whatmore  and Allan 1994; Mouritsen 2005). Curvature  and  lipid asymmetry were 
previously  proposed  to  play  a  role  in  the  formation  of  bacteriophage  envelopes 
(Laurinavicius  et  al.  2004a;  Laurinavicius  et  al.  2004b;  Laurinavicius  et  al.  2007). 
However,  since  we  do  not  have  information  on  lipid  asymmetry  of  the  viral 
envelopes  extended  to  individual  lipid  species,  these  questions  remain  issues  for 
future work.  
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One important outcome of this work is the comprehensive lipidomic analysis of the 
highly  purified  PM.  It  is  worthwhile  to  notice  the  features  that  seem  to  be  the 
hallmarks of PM composition, i.e., the remarkably high Chol content ( 40 mol%) and 
the  low  PC  content  (10.5%  ±  2.4%  ester  and  3.9%  ±  0.7%  ether).  The  successful 
purification and analysis of the PM have made it possible to convincingly relate the 
compositions of the viral envelopes to that of the PM.  
The main  conclusion  of  this part  is  that  SFV  and VSV  acquire  their  lipid  bilayers 
from  the  host  PM,  such  that  the  lipid  composition of  the  bilayer  undergoes  only 
minor changes during the budding process. Moreover, both SFV and VSV organize 
their budding  sites in  the  same way with  respect  to  the  lipid bilayer because  their 
lipidomes are so similar. Thus, the viral membrane glycoproteins and the inner core 
proteins,  the  capsid  protein  for  SFV  and  the M  protein  for VSV,  do  not  seem  to 
influence the budding process with respect to the lipid bilayer. 
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Materials & Methods 
1. Materials  
1.1. Chemicals, solvents and lipid standards 
All  common  chemicals were purchased  from  Sigma Chemicals  (St. Louis, MO) or 
Merck  (Darmstadt, Germany) and were of  the best analytical grade. Fumonisin B1 
was  purchased  from  Sigma  (Taufkirchen,  Germany).  C9DGJ  (N‐Nonyl‐
deoxygalactonojirimycin) was from Toronto Research Chemicals (Toronto, Canada). 
Water for MS, MeOH (both LiChrosolv grade), and Chl (LC grade) were from Merck 
(Darmstadt, Germany). Synthetic  lipid  standards  for PC, PE, PS, PG, PA, Cer, SM, 
GalCer, LacCer, Sulf., Chol and DAG were purchased from Avanti Polar Lipids, Inc. 
(Alabaster, AL). GM3 bovine extract was purchased from Matreya Bochemiclas, LLC 
(Pleasant Gap,  PA).  Forssman  sheep  extract was  purchase  from Gentaur  BVBA  – 
Genoprice,  (Brussels,  Belgium).  The  GM3  bovine  mixture  was  purchased  from 
Matreya Biochemicals, LLC (Pleasant Gap, PA). PI 17:0‐17:0 was kindly provided by 
Christoph Thiele (Max Planck Institute of Molecular Cell Biology and Genetics). 
1.2. Beads, antibodies and other reagents 
Dynabeads  M‐500  subcellular  beads  were  purchased  from  Invitrogen  and 
conjugated  to  neutravidin  protein  from  Pierce  (Rockford,  IL)  according  to  the 
manufacturer’s  instructions,  except  that  gelatin was used  for blocking  rather  than 
bovine serum albumin, which would bind  lipids. Conjugated beads were stored  in 
0.1% gelatin at 4°C. Ultralink monomeric avidin Sepharose and EZ‐Link sulfo‐NHS‐
LC‐biotin were  purchased  from  Pierce. Anti‐calnexin  antibody  (rabbit  polyclonal) 
was from Sigma and was used at a 1:2,000 dilution. Horseradish peroxidase (HRP)‐
conjugated ExtrAvidin was also from Sigma and was used at 1:500. OptiPrep density 
medium was from AxisShield Laboratories, latrunculin A was from Calbiochem, and 
molecular  size  markers  for  sodium  dodecyl  sulfate‐polyacrylamide  gel 
electrophoresis (SDSPAGE) were purchased from Invitrogen. 
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1.3. Cells and viruses 
Yeast strains used in this work were Saccharomyces cerevisiae RH690‐15D (wild type). 
Madin‐Darby canine kidney (MDCK) strain II cells (ATCC No. CCL‐34). The BHK‐21 
cells used  in this study are  indexed as BHK‐21 CCL10  in  the ATCC collection. The 
cells were maintained  in minimal essential medium  (Rochester, NY) supplied with 
5%  fetal  calf  serum,  penicillin‐streptomycin,  glutamate,  and  nonessential  amino 
acids and were passaged every 2 to 3 days. The VSV and SFV stocks were produced 
as described previously (Kaariainen et al. 1969; Matlin et al. 1982). 
2. Methods 
2.1. Lipid extraction and MS 
All  samples were  subjected  to  a quantitative  shotgun  lipidomic  analysis.  In  short, 
samples were spiked with 10 μl of internal standard lipid mixture, providing a total 
spike  of  20  pmol diacylglycerol  (DAG)  17:0‐17:0,  24 pmol  phosphatidic  acid  (PA) 
17:0‐17:0,  52  pmol  phosphatidylethanolamine  (PE)  17:0‐17:0,  7.5  pmol 
phosphatidylglycerol  (PG)  17:0‐17:0,  43 pmol phosphatidylserine  (PS)  17:0‐17:0,  40 
pmol  phosphatidylcholine  (PC)  18:3‐18:3,  54  pmol  PI  17:0‐17:0,  10  pmol  ceramide 
(Cer)  18:0;3/18:0;0,  40  pmol  sphingomyelin  (SM)  18:1;2/17:0,  53 pmol GM3  bovine 
mixture,  66 pmol  FGL  sheep  extract,  20 pmol GalCer  18:1;2/12:0,  20 pmol LacCer 
18:1;2/12:0,  and  50  pmol  Chol‐d7.  Samples  were  subsequently  subjected  to  lipid 
extraction executed at 4°C (Ejsing et al. 2009). Briefly, approximately 10 μg of protein 
(as determined by Bradford assay) from each sample was dissolved in 200 μl of 155 
mM  ammonium  bicarbonate  and  then  extracted with  1 ml  chloroform‐methanol 
(10:1)  for 2 h. The  lower, organic phase was collected, and  the aqueous phase was 
reextracted with 1 ml chloroform‐methanol  (2:1)  for 1 h. The  lower, organic phase 
was  collected and evaporated  in a vacuum desiccators at 4°C. Lipid extracts were 
dissolved  in  100  μl  chloroform‐methanol  (1:2  [V/V])  and  subjected  to quantitative 
lipid  analysis  on  both  a  hybrid  QSTAR  Pulsar  i quadrupole  time‐of‐flight mass 
spectrometer  (MDS  Sciex,  Concord,  Canada)  and  an  LTQ  Orbitrap  instrument 
equipped  with  a  TriVersa  NanoMate  robotic  nanoflow  ion  source  (Advion 
Biosciences,  Inc.,  Ithaca, NJ). DAG, PA, PS, PE, PI, and PG species were quantified 
by negative‐ion‐mode multipleprecursor  ion  scanning  analysis  (Ejsing  et  al.  2006); 
PC  and  SM  species were  quantified  by  positive‐ion‐mode  precursor  ion  scan m/z 
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184.1.  Cer,  glucosylceramide‐plusgalactosylceramide  (HexCer),  and 
lactosylceramide‐plus‐digalactosylceramide  (diHexCer)  species were  quantified  by 
positive‐ion‐mode Fourier  transform MS analysis on an LTQ Orbitrap  instrument. 
GM3 species were quantified by negative‐ ion‐mode Fourier transform MS analysis 
on an LTQ Orbitrap instrument. FGL species were quantified by positive‐ ion‐mode 
Fourier transform MS analysis on an LTQ Orbitrap instrument. Chol was quantified 
after  chemical  acetylation  in  positive  ion  mode  by  multiplereaction  monitoring 
(Liebisch  et  al.  2006).  Automated  processing  of  acquired  mass  spectra  and 
identification and quantification of detected molecular lipid species were performed 
by Lipid Profiler  software  (MDS  Sciex, Concord, Canada)  (Ejsing  et  al.  2006)  and 
LipidX software, developed in‐house. 
2.2. Yeast cell culture and harvesting 
Yeast  cells  were  grown  at  30°C  to  log  phase  in  rich  medium  (yeast 
extract/peptone/dextrose) prepared as previously described  (Sherman 2002). Yeasts 
were harvested by  centrifugation  for 5 min at 1000 g, and washed  twice  in a cold 
lysis buffer  (25 mM Tris, 5 mM EDTA, pH 8.5). Pelleted yeast was stored at  ‐80°C 
until used. Upon  thawing,  the pellet was  re‐suspended  in  a  cold  lysis buffer  to  a 
density of 4 OD600 unit/ml. Cells were lysed by vortexing their suspension with glass 
beads for 5 min at 4°C (Serrano 1988). The cell lysate was then cleared of glass beads 
by centrifugation for 5 min at 500 g and 4°C.  
2.3. MDCK cell culture 
Madin‐Darby  canine  kidney  (MDCK)  strain  II  cells were maintained  in minimal 
essential medium (MEM, with Earl’s salts, PAA Laboratories, Austria) supplemented 
with  5  %  fetal  calf  serum  (FCS),  2  mM  L‐glutamine  and  100  U/ml 
penicillin/streptomycin  (all  Gibco  BRL,  Invitrogen,  Karslruhe,  Germany)  on 
polystyrene tissue culture flasks. For subculturing, confluent cells were detached by 
incubation with  trypsin/EDTA  (Invitrogen),  first  at  room  temperature  for  10 min, 
then at 37  C  for another 10 min. For growth on permeable  filter  supports, 3 x 105 
cells  in  full medium  (MEM, L‐glutamine,  penicillin/streptomycin  containing  10 % 
FCS)  were  plated  per  12  mm  polycarbonate  filter  (Corning).  Respective  higher 
amounts of cells were used for larger filter sizes. 
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2.4. Contact naïve MDCK cells and polarization assay 
MDCK cells are rendered contact naïve by replating them every day at a density of 
11000  cells/cm2  for  three days  in normal medium with  10%  FCS.  For polarization 
assays,  these  cells were  seeded  at  the  same  density  on  polycarbonate  filters  and 
grown for 1, 3, 5, 7, 10 and 13 days. The medium was changed every second day. 
2.5. Manipulation of SP synthesis in MDCK cells 
All  final  inhibitor  treatments  on  filter‐grown  MDCK  cells  were  done  in  MEM 
containing  5  %  delipidated  FCS  (“delipidated  medium/conditions”)  in  order  to 
reduce  lipid  uptake  from  the  serum.  Inhibitor  concentrations  were  extensively 
titrated  and  optimized  to  obtain  conditions  with  high  drug  concentrations  that 
preserve cell monolayer integrity in filter‐grown cultures. 18‐20 h after plating cells 
onto  filters  in  full medium,  cells were washed  three  times with PBS  and  then  the 
medium was  changed  to delipidated  (DL) medium  containing  25 µM FB1,  25 µM 
C9DGJ or as indicated. For some conditions, cells plated subconfluently onto culture 
dishes  (800000  cells  per  10  cm  dish) were  treated with  12.5  µM C9DGJ  in MEM 
containing 5 % FCS for 3 d (“pretreatment”) and then plated onto filters in presence 
of  inhibitor. 18 h  later,  the medium was changed  to MEM, 5 % FCS, containing 25 
µM FB1 for 1 d, followed by 2 d incubation with 12.5 µM FB1 and 12.5 µM C9DGJ in 
DL medium.  
2.6. HA transport assay 
The  hemagglutinin  (HA)  transport  assay was  performed  as  described  previously 
(Matlin and Simons 1984).  Its key  feature  is  the use of a  fowl plaque virus, which 
encodes  the N‐20 variant of  the envelope protein HA. This,  in contrast  to wildype 
HA, cannot be cleaved by the TGN‐localized protease furin and thus is transported 
uncleaved to the cell surface, where it can be cleaved into two fragments, HA1 and 
HA2,  by  exogenously  added  trypsin. Thus,  intracellular HA  can  be distinguished 
from cell‐surface localized HA. MDCK cells grown for 4 d on filters in DL medium 
containing inhibitors (or DMSO control) were infected from the apical side with 10 to 
20 plague‐forming units  fowl‐plague virus N20 diluted  in 100 µl  infection medium 
(serum‐free MEM with  30 mM Hepes)  for  1 h  at  37  °C. Virus was  aspirated  and 
infection medium added. After 3.5 h of expression to allow shut‐off of host protein 
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synthesis,  newly  synthesized  viral  proteins  were  labeled  with  10  μCi  of 
35Smethionine  per  filter  for  8 min.  Cargo was  then  accumulated  in  the  TGN  by 
incubation at 19.5 °C and subsequently chased to the cell surface at 37 °C for 30 min. 
Transport was  stopped  by  addition  of  ice‐cold PBS+  to  the  apical  and  basolateral 
chamber.  For  quantification  of  surface‐localized  cargo,  0.1  mg/ml  TPCK‐treated 
trypsin (Worthington Biochemical Corporation) was added from either the apical or 
the basolateral  side  for  30 min  at  4°C. Trypsin was  inactivated by washing  thrice 
with 0.1 mg/ml soy bean  trypsin  inhibitor  (Sigma). Cells were  lysed  in  lysis buffer 
containing protease  inhibitors  and  lysates were  separated  by  SDS‐PAGE  on  12 % 
polyacrylamide gels. Radioactivity  in  the  individual bands was  revealed on a BAS 
1800  II bioimager  (Fuji), and quantified using  the  Image Gauge V3.3 software. The 
amount  of  surface‐localized  was  calculated  as  follows:  transport  index  [%]  = 
HA2/[HA + 2 x HA2] x 100 (Matlin and Simons 1983). 
2.7. Purification of the apical plasma membrane: rip off procedure 
To  purify  apical  membranes  from  filter‐grown  cells  according  to  the  rip  off 
procedure, cells were grown on 75 mm Transwell filters (Corning Costar, USA). 12 x 
106  cells  were  plated  thereon  and  cells  grown  for  a  total  of  5  d,  with  inhibitor 
treatment starting 18 h after cell seeding. To allow compatibility with MS analysis, 
the Nitrocellulose (NC) filters (Immobilon‐Nitrocellulose transfer membrane 85 mm, 
Millipore GmbH, HATF 08550), which were used  to overlay  the apical membrane, 
were pre‐extracted with chloroform:methanol. For that, NC‐filters were  locked  into 
NC‐filter‐holders  (designed by Mathias Gerl  together with Hartmut Wolf  from  the 
MPI mechical workshop)  to recover  them straight after extraction and drying. NC‐
filters were  shaken  in  60 ml  chloroform:methanol  10:1  for  1 h,  followed by  60 ml 
chloroform:methanol 2:1 for 1 h and then completely dried. NC‐filters were removed 
from the holders by directly releasing them into KOAc buffer (25 mM HEPES‐KOH 
pH 7.4, 115 mM potassium acetate, 25 mM MgCl2), in which they were stored until 
usage. The whole rip off procedure was carried out in the cold room at 4 ºC. The cells 
on the Transwell filter were washed twice with cold KOAc buffer and the Transwell 
filter was cut out off the filter support  into a 20 cm Petri dish  lid containing KOAc 
buffer. A piece (ca. 5‐10 %) of the Transwell filter was removed and kept to prepare a 
total cell  sample  for  lipid extraction and protein analysis. The Transwell  filter was 
then  transferred  to a dry 20 cm Petri dish  lid and overlaid with a pre‐drained NC‐
filter. Excess moisture of the “sandwich” was removed by overlaying with Whatman 
paper and smoothing with a bent Pasteur pipette for 25 s. The drying was repeated 
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for another 50 s, then the “sandwich” was wetted with 2 ml KOAc buffer and turned 
around,  so  that  the  Transwell  filter  faced  up.  With  the  help  of  tweezers,  the 
Transwell membrane was carefully pulled away,  leaving behind  the NC‐filter with 
pieces  of  the  apical membrane  attached. After  areas  contaminated with  total  cells 
were cut away, the remaining NC‐filter was washed 3 x 10 min with NH4OAc (150 
mM NH4OAc, pH = 7.4, adjusted with NH3), 2 x 5 min with 0.5 M Urea, 3 x with 
water and 2 x with NH4CO3 buffer (150 mM). To obtain a homogenous sample, NC‐
filters were cut into small pieces of about 3 x 3 mm and mixed well. One quarter of 
the  pieces  was  taken  for  protein  analysis,  while  the  other  three  quarters  were 
resuspended  in  0.5 ml NH4CO3  buffer  each  in  pyrex  glass  test  tubes with  teflon 
coated lids (Dunn Labortechnik GmbH) and stored at 4 C until mass spectrometry 
analysis. For protein extraction from NC‐filter pieces, the material was loaded onto 
spin columns (MoBiTec GmbH, M1002 & M2135) and remaining buffer was spun out 
at 4 C, 10000g, 10 min. 200 μl of lysis buffer was added onto to the column, briefly 
incubated  and  spun  out.  This  procedure was  repeated  twice with  the  same  lysis 
buffer in order to increase protein recovery. 
2.8. Cell infection and virus production and purification 
The optimal amount of virus and duration of virus production were determined by 
immunofluorescence using anti‐SFV and anti‐VSV‐glycoprotein antibodies. Our aim 
was to use the smallest possible amount of virus to have about 80% of cells infected 
in  the  first  round. For  large‐scale virus production  for  lipid analysis, we used  five 
T175  flasks  for  the  production  of  SFV  and  VSV.  Virus  was  diluted  in  virus 
production medium  (minimal  essential medium  supplied with  glutamate  and  20 
mM HEPES), and 5 ml was used  for each T175  flask of phosphate‐buffered  saline 
(PBS)‐washed cells. Infection was carried out for 1 h at 37°C and 5% CO2. The virus‐
containing  medium  was  then  removed,  and  virus  production  medium  plus 
nonessential amino acids was added (15 ml/T175 flask). Cells were incubated for 17 
h  at  37°C  and  5%  CO2.  The  medium  was  collected  and  subjected  to  5  min  of 
centrifugation  at  300  μg.  The  supernatant  was  transferred  to  a  fresh  tube  and 
centrifuged  for  5 min  at  1,000  x  g,  and  the  supernatant  obtained  thereafter was 
centrifuged for 30 min at 10,000 x g. The resulting supernatant was transferred to an 
ultraclear SW28  tube  (Beckman, Fullerton, CA) and underlayered, using a  syringe 
with  a  long  needle,  with  3  to  5  ml  20%  (wt/vol)  sucrose  in  HEPES  buffer. 
Centrifugation was  carried out  for 3 h  in an SW28  rotor at 27.5 krpm at 4°C. The 
supernatant,  including  the  sucrose  cushion,  was  decanted,  and  all  liquid  was 
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carefully  removed by drying  the walls of  the  tubes with a  tissue. The pellets were 
then re‐suspended overnight at 4°C after adding 80 μl HEPES‐buffered saline (HBS) 
buffer and  sealing  the  tubes with Parafilm. The next day,  the  resuspended pellets 
from  the  same  samples  were  combined  (the  total  volume  to  be  loaded  on  one 
gradient must not exceed 250 μl) and loaded onto a velocity gradient. The gradients 
were prepared in ultraclear tubes by the underlayering technique, starting from the 
top. The  layers were  as  follows:  650  μl  of  7.5%  and  650  μl  10% Optiprep  in HBS 
buffer,  followed by 500‐μl  layers  in 1.25% Optiprep steps,  i.e., 11.25, 12.5, …27.5%. 
The  gradients  were  sealed  and  linearized  by  overnight  incubation  at  4°C.  The 
gradients were centrifuged  for 25  to 30 min at 26.5 krpm  in an SW40 rotor at 4°C. 
After  the spin, the virus bands were collected by fractionating  the gradient  in 1‐ml 
fractions from the top; the virus band was collected in the smallest possible volume, 
typically 800 to 1,000 μl, and subsequently diluted approximately 10x with HBS and 
pelleted for 3 h at 27 krpm and 4°C (SW40 rotor). The resulting pellets were washed 
again  in 1 ml HBS, using a TLA55  rotor  in a  tabletop  centrifuge,  for 45 min at 38 
krpm  and  4°C.  The  final  pellets  were  washed  (TLA55  rotor)  with  150  mM 
ammonium  bicarbonate  buffer  and  finally  re‐suspended  in  100  μl  ammonium 
bicarbonate buffer and subjected to lipid extraction and analysis. 
2.9. Cell surface biotinylation and purification of PM. 
Cells were grown for 2 to 3 days to ~80 to 90% confluence; cells from 350 to 700 cm2 
were used  for each preparation and analysis by MS. Culture  flasks were moved  to 
4°C and allowed to cool for 10 min prior to biotinylation to prevent internalization of 
surface  components.  Cells  were  washed  twice  with  ice‐cold  PBS,  and  1  mg/ml 
NHSsulfo‐  LC‐biotin  in  PBS,  pH  8,  was  added  (0.02 ml/cm2).  Biotinylation  was 
allowed  to proceed  for 20 min with gentle  rocking at 4°C. The biotin solution was 
then  removed, and  cells were washed  twice with PBS, once with 0.1 M glycine  to 
quench any  remaining unreacted biotinylation  reagent, and  finally once with PBS. 
Cells were then scraped into 20 mM Tris, pH 8.35–200 mM sucrose–0.2 mM MgCl2 
(scraping buffer; used at  0.01 ml/cm2) and  either directly processed or  frozen at  ‐
80°C. Cell clumps were disrupted by being pipetted up and down against the flask 
or  tube walls, and neutravidin‐conjugated Dynabeads M‐500  subcellular beads  (in 
PBS plus 0.1% gelatin from fish skin) were added (0.5 μl at 4 x 108 beads/ml per cm2 
of  cells). The  suspension was mixed,  and  binding was  allowed  to proceed  at  4°C 
with mixing for 20 to 30 min. Binding can be assessed by inspecting a small amount 
of sample under a microscope.  Ideally, all cells should have a  few beads bound  to 
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the  surface.  Excess  beads must  be  avoided  (cells  completely  covered with  beads 
appear  as  “grapes”;  these  armored  structures  do  not  break  easily  and  would 
contaminate  the preparation). Beads with bound cells were  then removed  from  the 
suspension by means of a magnet or magnetic rack (it is essential to work with small 
volumes  to be able  to perform  this separation quickly  to prevent  sedimentation of 
unbound cells). The beads with bound cells were washed twice with scraping buffer 
before the addition of hypoosmotic buffer (“shocking buffer”; 20 mM Tris pH 9.1–25 
mM  sucrose–0.2 mM MgCl2). The  samples were  incubated  for 10 min at 4°C with 
mixing;  this  treatment  leads  to  osmotic  swelling,  eventually  causing  the  cells  to 
burst. Shocking buffer was exchanged and supplied with 250 nM latrunculin A and 
allowed  to work during a  short  (2  to 5 min)  incubation at  room  temperature with 
mixing.  After  this  treatment,  almost  no  whole  cells  should  be  visible  under  a 
microscope. The beads were then washed with 0.2 M NaBr–0.2 M KCl–50 mM Tris, 
pH 6.8–250 nM  latrunculin A and  transferred  to  a new  tube,  followed by  a quick 
wash with  0.1 M Na2CO3,  pH  11;  this  treatment  reveals  any  contamination with 
whole cells and nuclei—the alkaline carbonate disrupts  the endoplasmic  reticulum 
(ER)  and  causes  the  nuclei  to  form  “slimy”  clumps  that  can  be  removed with  a 
pipette or by transferring the rest of the suspension to a new tube. The beads were 
then  washed  once  with  0.1  MNaBr–0.1MKCl–25mMTris,  pH  6.8,  and  once  with 
freshly prepared 150mM NH4HCO3, pH 8, and  finally  resuspended  in 200  μl 150 
mM NH4HCO3 buffer and analyzed by Western blotting and MS. 
The quality and yield of PM preparations depend mostly on the efficiency of binding 
of the beads to the cell surface. When too few beads bind, the yield is too low, and 
then  intracellular membranes may  contaminate  the  resulting  sample material.  In 
contrast, when too many beads bind to the cells, the cells are more difficult to lyse. 
Thus, the resulting preparations may be contaminated with whole cells. The quality 
of  the  beads  (affinity  and  blocking)  and  the  amount  of  beads  used  are  therefore 
crucial  parameters  influencing  the  quality  of  the  obtained PM. We  tried different 
kinds  of magnetic  beads  for  conjugation  of  the  biotin‐binding  proteins.  The  best 
results were  obtained with  Dynabeads M‐500  subcellular  neutravidin‐conjugated 
beads  (other  beads  that  we  tried  included  MyOne  T1  streptavidin  beads  and 
Dynabeads M450 beads). Freshly conjugated beads suspended in 0.1% gelatin were 
found to yield better results than those obtained with beads that had been stored. It 
is  critically  important  to  cool  the  cells  to  4°C  before  starting  with  surface 
biotinylation to prevent endocytosis of the biotinylated PM and to strictly carry out 
all subsequent steps on  intact cells at 4°C. It  is also  important  to  transfer the beads 
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with bound PM  to a  fresh  tube  for  the  final washing  steps. The walls of  standard 
polypropylene microtubes tend to become coated with cell debris, which would later 
contaminate  the  lipid  extracts.  The  resulting material  is  irreversibly  bound  to  the 
magnetic  beads  via  the  biotinneutravidin  interaction  and  hence  is useful  only  for 
analysis  that makes use of solubilization, harsh elution, or extraction of  the bound 
material  (solubilization  by  SDS‐PAGE  loading  buffer  or  extraction  with  organic 
solvents). However,  for our purpose,  to analyze  the  lipidome after organic  solvent 
extraction, the method was optimal. 
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Appendix 
1. Lipidomes in tables: 
1.1. BHK vs. MDCK cells 
(see Results section 2. for details) 
  BHK MDCK
  mol%  ±σ  mol%  ±σ 
PC 30:0   0.271  0.071  0.114  0.016 
PC 32:0   0.841 0.155 0.355 0.046
PC 32:1   2.094 0.174 2.277 0.135
PC 32:2   0.315  0.013  0.228  0.045 
PC 34:0       0.086  0.081 
PC 34:1   5.741  0.583  6.088  0.292 
PC 34:2   2.977 0.065 2.755 0.108
PC 34:3   0.199 0.014 0.325 0.068
PC 34:4      0.066  0.023 
PC 36:0      0.084  0.022 
PC 36:1   1.059  0.247  1.030  0.081 
PC 36:2   6.883 0.728 2.635 0.222
PC 36:3   0.857 0.059 2.522 0.204
PC 36:4   0.194  0.028  1.822  0.112 
PC 36:5       1.387  0.049 
PC 38:0  0.093  0.003  0.055  0.015 
PC 38:1   0.069 0.014 0.049 0.004
PC 38:2   0.382  0.070  0.195  0.019 
PC 38:3   0.278  0.064  0.504  0.040 
PC 38:4   0.344  0.065  1.088  0.092 
PC 38:5   0.180  0.013  1.032  0.076 
PC 38:6   0.107 0.014 0.540 0.077
PC 40:2   0.078  0.017     
PC 40:4       0.056  0.008 
PC 40:5       0.131  0.006 
PC 40:6   0.140 0.025 0.147 0.021
PC O‐30:0   0.062 0.002 0.014
PC O‐32:0   0.321  0.028  0.131  0.016 
PC O‐32:1   0.195  0.051  0.075   
PC O‐32:2   0.071  0.018  0.021   
PC O‐34:0   0.075 0.035 0.335 0.044
  BHK MDCK
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  mol%  ±σ  mol%  ±σ 
PC O‐34:1   2.756  0.042  1.316  0.099 
PC O‐34:2   0.817  0.010  0.314  0.054 
PC O‐34:3   0.098 0.008 0.051 0.016
PC O‐36:0       0.066  0.024 
PC O‐36:1   0.481  0.063  1.065  0.061 
PC O‐36:2   1.470  0.115  0.658  0.070 
PC O‐36:3   0.399  0.018  0.186  0.028 
PC O‐36:4   0.171 0.009 0.248 0.067
PC O‐36:5       0.238  0.030 
PC O‐36:6       0.118  0.020 
PC O‐38:0      0.055  0.016 
PC O‐38:1   0.084 0.011 0.080 0.008
PC O‐38:2   0.188 0.014 0.136 0.025
PC O‐38:3   0.145  0.015  0.261  0.026 
PC O‐38:4   0.246  0.036  0.356  0.055 
PC O‐38:5   0.282  0.010  0.786  0.145 
PC O‐38:6  0.121 0.005 0.529 0.098
PC O‐40:0  0.111 0.004 0.060 0.033
PC O‐40:3  0.141  0.036     
PC O‐40:4       0.062  0.005 
PC O‐40:5       0.092  0.012 
PC O‐40:6  0.128 0.014 0.124 0.024
SM 32:1;2   0.009 0.002
SM 33:1;2   0.118  0.047  0.029  0.004 
SM 34:0;2   0.323  0.038  0.001  0.001 
SM 34:1;2   4.014  0.551  0.715  0.075 
SM 34:2;2   0.673 0.190 0.014 0.005
SM 35:1;2      0.100  0.003 
SM 36:1;2       0.142  0.009 
SM 36:2;2      0.003  0.002 
SM 37:1;2      0.028  0.002 
SM 38:1;2  0.099 0.009
SM 38:2;2      0.002  0.000 
SM 39:1;2      0.033  0.007 
SM 40:1;2      0.180  0.018 
SM 40:2;2  0.014 0.006
SM 41:1;2  0.100 0.007
SM 41:2;2      0.029  0.003 
SM 42:0;3      0.003  0.000 
SM 42:1;2   0.073  0.037  0.209  0.016 
SM 42:1;3  0.041 0.008
SM 42:2;2   0.510 0.103 0.370 0.023
SM 42:3;2   0.198  0.081  0.008  0.004 
SM 43:1;2      0.020  0.005 
  BHK  MDCK 
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  mol%  ±σ  mol%  ±σ 
SM 43:2;2      0.024  0.002 
SM 44:2;2      0.036  0.006 
DAG 16:0‐18:1 0.373 0.171 0.250 0.122
DAG 16:1‐18:1 0.222  0.054  0.080  0.018 
DAG 18:0‐18:1     0.195  0.021 
DAG 18:1‐18:1 0.093  0.013  0.168  0.037 
PA 16:0‐18:0  0.532  0.036     
PA 16:0‐18:1  0.275 0.025
PA 18:0‐18:0  0.471  0.092     
PA 18:0‐18:1      0.167  0.066 
PA 18:1‐18:1  0.178  0.045  0.223  0.026 
PA 18:1‐18:2  0.161 0.098
PE 16:0‐16:0  0.011 0.002
PE 16:0‐16:1      0.064  0.028 
PE 18:0‐16:1      0.083  0.014 
PE 16:0‐18:1  0.642  0.072  0.482  0.053 
PE 16:1‐18:1  1.132 0.032 0.246 0.062
PE 16:0‐18:2  0.082 0.053
PE 17:1‐17:1      0.042  0.016 
PE 16:1‐18:2      0.091  0.024 
PE 18:0‐17:1      0.089  0.011 
PE 18:0‐18:0  0.146 0.084 0.018 0.013
PE 18:0‐18:1  0.840 0.142 1.170 0.166
PE 18:1‐18:1  2.521  0.217  1.209  0.172 
PE 18:0‐18:2      0.164  0.031 
PE 18:1‐18:2  0.526  0.063  0.356  0.037 
PE 16:0‐20:3  0.147 0.036
PE 16:0‐20:4      0.274  0.064 
PE 16:0‐20:5      0.167  0.045 
PE 18:0‐20:2      0.108  0.055 
PE 18:1‐20:1      0.196  0.024 
PE 18:0‐20:3  0.224 0.043
PE 18:1‐20:2      0.063  0.016 
PE 18:0‐20:4  0.188  0.134  0.894  0.236 
PE 18:1‐20:3  0.336  0.065  0.234  0.059 
PE 18:1‐20:4  0.417 0.214
PE 18:0‐20:5  0.207 0.075
PE 18:1‐20:5      0.206  0.008 
PE 18:1‐22:4      0.094  0.047 
PE 18:0‐22:5      0.051  0.018 
PE 18:1‐22:5  0.074 0.042
PE O‐16:1‐16:0 0.109 0.005
PE O‐16:1‐16:1 0.138  0.060     
PE O‐16:0‐18:1 0.090  0.046  0.014  0.010 
  BHK  MDCK 
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  mol%  ±σ  mol%  ±σ 
PE O‐18:1‐16:0 0.226  0.093  0.084  0.010 
PE O‐18:0‐16:1     0.021  0.005 
PE O‐16:1‐18:0 0.177 0.029
PE O‐16:1‐18:1 1.160  0.306  0.222  0.031 
PE O‐18:2‐16:0 0.255  0.088  0.108  0.033 
PE O‐18:1‐16:1 0.159  0.009  0.105  0.034 
PE O‐18:2‐16:1 0.306  0.077  0.143  0.049 
PE O‐16:1‐18:2 0.139 0.037 0.029 0.006
PE O‐18:1‐18:0 0.456  0.245     
PE O‐18:0‐18:1     0.238  0.051 
PE O‐16:0‐20:1     0.007  0.004 
PE O‐18:0‐18:2 0.040 0.015
PE O‐16:1‐20:1 0.109 0.039 0.019 0.007
PE O‐18:1‐18:1 0.946  0.261  0.815  0.088 
PE O‐16:1‐20:2 0.074  0.017  0.012  0.012 
PE O‐18:1‐18:2 0.085  0.023  0.166  0.109 
PE O‐18:2‐18:1 1.333 0.413 1.083 0.407
PE O‐18:2‐18:2 0.150 0.028 0.383 0.095
PE O‐16:1‐20:3 0.506  0.079  0.092  0.032 
PE O‐18:3‐18:1     0.112  0.001 
PE O‐16:0‐20:4     0.026  0.010 
PE O‐16:1‐20:4 0.306 0.076 0.405 0.040
PE O‐16:1‐20:5 0.196 0.047
PE O‐20:0‐18:1     0.060  0.007 
PE O‐18:0‐20:1     0.014  0.005 
PE O‐20:1‐18:1     0.095  0.015 
PE O‐18:1‐20:1 0.113 0.026 0.063 0.019
PE O‐18:0‐20:2     0.011  0.001 
PE O‐18:2‐20:1 0.084  0.040  0.041  0.019 
PE O‐18:1‐20:2     0.052  0.015 
PE O‐18:0‐20:3     0.026  0.002 
PE O‐20:2‐18:1 0.024 0.007
PE O‐18:2‐20:2 0.057  0.018  0.026  0.007 
PE O‐18:1‐20:3 0.195  0.073  0.238  0.058 
PE O‐18:0‐20:4     0.088  0.046 
PE O‐18:2‐20:3 0.432 0.114 0.172 0.051
PE O‐16:1‐22:4 0.009 0.009
PE O‐18:1‐20:4 0.150  0.063  2.467  0.470 
PE O‐18:0‐20:5     0.049  0.017 
PE O‐16:1‐22:5 0.117  0.024  0.005  0.003 
PE O‐18:2‐20:4 0.226 0.106 1.371 0.395
PE O‐18:1‐20:5 1.112 0.179
PE O‐18:1‐22:1     0.006  0.007 
PE O‐18:0‐22:4     0.009  0.004 
  BHK  MDCK 
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  mol%  ±σ  mol%  ±σ 
PE O‐20:0‐20:4     0.014  0.008 
PE O‐18:1‐22:3     0.014  0.004 
PE O‐18:1‐22:4 0.048 0.011
PE O‐20:1‐20:4     0.136  0.022 
PE O‐20:2‐20:4     0.075  0.018 
PE O‐20:1‐20:5     0.050  0.011 
PE O‐18:2‐22:4     0.021  0.009 
PE O‐18:1‐22:5 0.037 0.004
PG 16:0‐16:0  0.041  0.017  0.014  0.008 
PG 16:0‐18:0  0.106  0.064  0.017  0.005 
PG 16:0‐18:1  0.171  0.042  0.269  0.010 
PG 16:1‐18:1  0.103 0.019 0.026 0.005
PG 17:0‐18:1  0.053 0.007
PG 17:1‐18:1      0.018  0.004 
PG 18:0‐18:0  0.047  0.033     
PG 18:0‐18:1  0.130  0.021  0.049  0.009 
PG 18:1‐18:1  0.619 0.187 0.157 0.018
PG 18:1‐18:2  0.078 0.012 0.045 0.012
PG 18:1‐20:2      0.012  0.007 
PG 18:1‐20:3      0.027  0.015 
PI 16:0‐16:0      0.019  0.013 
PI 16:0‐16:1  0.063 0.020
PI 16:0‐18:1  0.599 0.196 0.321 0.038
PI 18:0‐16:1      0.137  0.023 
PI 16:0‐18:2      0.049  0.019 
PI 16:1‐18:1      0.065  0.017 
PI 17:0‐18:1  0.072 0.019
PI 18:0‐18:0  0.231  0.207  0.041  0.022 
PI 18:0‐18:1  0.581  0.433  0.567  0.073 
PI 18:1‐18:1  0.596  0.104  0.287  0.039 
PI 18:0‐18:2  0.563  0.076  0.212  0.041 
PI 16:0‐20:2  0.035 0.016
PI 18:1‐18:2      0.035  0.007 
PI 16:0‐20:3      0.157  0.021 
PI 16:0‐20:4      0.159  0.010 
PI 17:0‐20:4  0.080 0.011
PI 18:0‐20:2  0.555 0.245 0.165 0.032
PI 18:0‐20:3  2.584  1.046  1.639  0.104 
PI 18:0‐20:4  0.668  0.150  2.338  0.112 
PI 18:1‐20:3  0.243  0.074     
PI 18:1‐20:4  0.084 0.003
PI 18:0‐20:5  0.368 0.034
PI 18:0‐16:0      0.018  0.009 
PS 16:0‐18:1  0.449  0.128  0.108  0.046 
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  mol%  ±σ  mol%  ±σ 
PS 16:1‐18:0  0.355  0.202  0.142  0.028 
PS 16:1‐18:1  0.170  0.118     
PS 17:0‐18:1  0.257 0.065
PS 18:0‐18:0  0.138  0.115  0.022  0.022 
PS 18:0‐18:1  2.421  0.442  3.971  0.211 
PS 18:1‐18:1  0.861  0.240  0.277  0.007 
PS 18:0‐18:2  0.266  0.017  0.072  0.026 
PS 18:1‐20:1  0.062 0.062 0.195 0.029
PS 18:0‐20:3  0.297  0.035  0.126  0.041 
PS 18:0‐20:4      0.193  0.043 
Cer 34:1;2  0.143  0.040  0.040  0.003 
Cer 36:1;2  0.009 0.006 0.008 0.003
Cer 38:1;2  0.009 0.004
Cer 38:1;3      0.013  0.006 
Cer 40:0;3      0.003  0.001 
Cer 40:1;2      0.025  0.009 
Cer 40:1;3  0.060 0.029
Cer 41:1;2  0.020 0.007
Cer 42:0;3      0.024  0.006 
Cer 42:1;2  0.162  0.066  0.086  0.055 
Cer 42:1;3      0.070  0.042 
Cer 42:2;2  0.068 0.009 0.078 0.051
Cer 42:2;3  0.005 0.004
Cer 44:1;2      0.009  0.002 
Cer 44:2;2      0.016  0.002 
HexCer 34:1;2 0.120  0.019  0.068  0.041 
HexCer 35:1;2 0.021 0.006
HexCer 36:1;2     0.021  0.003 
HexCer 38:1;2 0.035  0.022  0.028  0.010 
HexCer 40:1;2 0.021  0.011  0.050  0.011 
HexCer 40:2;2     0.001   
HexCer 41:1;2 0.024 0.007
HexCer 42:0;3     0.061  0.065 
HexCer 42:1;2 0.016  0.006  0.070  0.015 
HexCer 42:1;3     0.115  0.087 
HexCer 42:2;2 0.031 0.013 0.039 0.012
HexCer 43:1;2 0.003 0.000
HexCer 44:1;2     0.004  0.001 
HexCer 44:1;3     0.034  0.005 
diHexCer 34:1;2 0.033  0.009     
diHexCer 42:2;2 0.003 0.002
Sulf 34:1;2  0.039 0.009
Sulf 34:1;3      0.001  0.001 
Sulf 34:2;2      0.000  0.000 
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  mol%  ±σ  mol%  ±σ 
Sulf 35:1;2      0.005  0.002 
Sulf 40:1;2      0.010  0.003 
Sulf 40:1;3  0.009 0.001
Sulf 41:1;2      0.007  0.002 
Sulf 41:1;3      0.006  0.001 
Sulf 41:2;2      0.001  0.000 
Sulf 42:1;2      0.020  0.004 
Sulf 42:1;3  0.026 0.005
Sulf 42:2;2      0.024  0.005 
Sulf 42:2;3      0.005  0.001 
Sulf 42:3;2      0.001  0.000 
Sulf 43:1;3  0.001 0.000
Sulf 44:1;3  0.001 0.001
GM3 33:1;2  0.002  0.000     
GM3 34:1;2  2.755  0.686  0.076  0.052 
GM3 34:1;3      0.002  0.002 
GM3 35:1;2  0.002 0.002
GM3 36:1;2  0.041 0.009 0.008 0.004
GM3 38:1;2  0.042  0.010  0.050  0.053 
GM3 38:2;2      0.024  0.020 
GM3 40:0;3      0.032  0.018 
GM3 40:1;2  0.054 0.029 0.026 0.016
GM3 40:1;3  0.001
GM3 40:2;2  0.010  0.008  0.000   
GM3 42:0;3      0.040  0.012 
GM3 42:1;2  0.335  0.003  0.016  0.008 
GM3 42:1;3  0.091 0.052
GM3 42:2;2  0.831  0.176  0.019  0.010 
GM3 42:2;3      0.001   
GM3 44:1;3      0.007  0.007 
For 34:1;2      0.555  0.190 
For 35:1;2  0.062 0.021
For 36:1;2      0.172  0.056 
For 38:0;3      0.055  0.020 
For 38:1;2      0.249  0.065 
For 40:0;3  0.475 0.167
For 40:1;2  0.375 0.149
For 41:0;3      0.284  0.142 
For 41:1;2      0.151  0.042 
For 42:0;3      0.417  0.128 
For 42:1;2  0.331 0.096
For 42:1;3  1.097 0.267
For 42:2;2      0.372  0.089 
For 43:1;2      0.031  0.004 
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  mol%  ±σ  mol%  ±σ 
For 44:0;3      0.027  0.011 
For 44:1;2      0.047  0.016 
For 44:1;3  0.209 0.081
For 44:2;2      0.065  0.015 
Chol  28.778  1.457  25.492  1.190 
1.2. MDCK cells from mesenchymal to epithelial states 
(see Results section 3. for details) 
  1 day  3 day 5 day 7 day 10 day  13 day
  mol%  ±σ  mol%  ±σ  mol%  ±σ  mol%  ±σ  mol%  ±σ  mol%  ±σ 
PC 30:0  0.52  0.08  0.38  0.14  0.17  0.02  0.13  0.03  0.09  0.02  0.11  0.02 
PC 32:0  0.91  0.22  0.63 0.15 0.22 0.02 0.17 0.03 0.28  0.02  0.36 0.05
PC 32:1  2.20  0.13  2.30  0.11  1.63  0.37  2.16  0.16  2.18  0.23  2.28  0.14 
PC 32:2  0.30  0.03  0.27  0.02  0.11  0.02  0.22  0.02  0.23  0.03  0.23  0.05 
PC 34:0  0.19  0.04  0.13 0.03 0.10  0.07  0.09 0.08
PC 34:1  4.93  0.57  6.40  0.16  8.05  1.60  7.48  0.17  6.18  0.55  6.09  0.29 
PC 34:2  2.45  0.27  2.72  0.22  1.89  0.27  2.70  0.18  2.70  0.09  2.76  0.11 
PC 34:3  0.34  0.04  0.28 0.04 0.14 0.03 0.23 0.01 0.29  0.02  0.32 0.07
PC 34:4  0.10  0.03  0.08  0.05  0.02    0.03    0.05  0.01  0.07  0.02 
PC 36:0  0.07  0.06  0.06  0.00  0.03    0.03  0.03  0.07  0.01  0.08  0.02 
PC 36:1  1.12  0.05  1.46 0.14 2.39 0.31 1.31 0.09 1.11  0.04  1.03 0.08
PC 36:2  2.88  0.10  4.83 0.67 4.47 0.27 3.76 0.32 3.05  0.11  2.64 0.22
PC 36:3  1.49  0.17  1.30  0.10  0.87  0.23  1.36  0.05  2.05  0.12  2.52  0.20 
PC 36:4  1.25  0.21  0.78  0.19  0.44  0.03  0.84  0.09  1.33  0.10  1.82  0.11 
PC 36:5  0.44  0.02  0.28 0.09 0.12 0.45 0.05 0.98  0.06  1.39 0.05
PC 38:0  0.05  0.00  0.13  0.04  0.09  0.01  0.06  0.02  0.05  0.01  0.06  0.02 
PC 38:1  0.04    0.07  0.02  0.11  0.01  0.05  0.01  0.05  0.00  0.05  0.00 
PC 38:2  0.15  0.05  0.24 0.07 0.34 0.00 0.21 0.02 0.23  0.02  0.20 0.02
PC 38:3  0.39  0.05  0.34  0.03  0.32  0.01  0.31  0.03  0.45  0.01  0.50  0.04 
PC 38:4  1.09  0.18  0.71  0.14  0.36  0.03  0.50  0.04  0.86  0.04  1.09  0.09 
PC 38:5  1.04  0.14  0.68 0.18 0.28 0.05 0.45 0.03 0.81  0.02  1.03 0.08
PC 38:6  0.47  0.09  0.38  0.09  0.13  0.01  0.26  0.02  0.47  0.04  0.54  0.08 
PC 40:4  0.06  0.01  0.03    0.03    0.02    0.05  0.01  0.06  0.01 
PC 40:5  0.15  0.02  0.12  0.02  0.08  0.01  0.06  0.02  0.09  0.01  0.13  0.01 
PC 40:6  0.20  0.02  0.22 0.03 0.09 0.01 0.08 0.02 0.12  0.01  0.15 0.02
PC O‐30:0  0.09  0.04  0.10  0.07  0.04    0.01    0.01    0.01   
PC O‐32:0  0.33  0.08  0.29  0.07  0.13  0.01  0.10  0.01  0.11  0.00  0.13  0.02 
PC O‐32:1  0.14  0.10  0.21 0.10 0.15 0.04 0.13 0.05 0.07  0.06  0.07
PC O‐32:2  0.06  0.01  0.11  0.03  0.06  0.02  0.05  0.00  0.02    0.02   
PC O‐34:0  0.35  0.07  0.41  0.07  0.21  0.02  0.18  0.03  0.28  0.02  0.33  0.04 
PC O‐34:1  1.70  0.23  2.46 0.15 1.81 0.22 1.62 0.20 1.40  0.14  1.32 0.10
PC O‐34:2  0.37  0.04  0.53  0.10  0.48  0.09  0.45  0.05  0.37  0.05  0.31  0.05 
PC O‐34:3  0.07  0.01  0.11  0.02  0.08  0.01  0.07  0.01  0.06  0.01  0.05  0.02 
PC O‐36:0  0.08  0.03  0.10 0.03 0.05 0.05 0.04 0.02 0.07  0.01  0.07 0.02
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  mol%  ±σ  mol%  ±σ  mol%  ±σ  mol%  ±σ  mol%  ±σ  mol%  ±σ 
PC O‐36:1  0.75  0.08  1.15 0.15 1.54 0.23 1.23 0.10 1.12  0.02  1.07 0.06
PC O‐36:2  0.66  0.08  1.17  0.23  1.37  0.18  1.13  0.13  0.81  0.09  0.66  0.07 
PC O‐36:3  0.22  0.03  0.28  0.06  0.38  0.05  0.31  0.04  0.20  0.02  0.19  0.03 
PC O‐36:4  0.34  0.07  0.32 0.06 0.25 0.01 0.29 0.06 0.28  0.07  0.25 0.07
PC O‐36:5  0.26  0.02  0.21 0.03 0.12 0.02 0.22 0.03 0.25  0.01  0.24 0.03
PC O‐36:6  0.08  0.01  0.07    0.04    0.08  0.01  0.12  0.02  0.12  0.02 
PC O‐38:0  0.07  0.02  0.07  0.01  0.02    0.02    0.04  0.01  0.06  0.02 
PC O‐38:1  0.09  0.02  0.18 0.04 0.21 0.00 0.13 0.03 0.10  0.01  0.08 0.01
PC O‐38:2  0.12  0.03  0.22  0.04  0.26  0.03  0.18  0.03  0.16  0.02  0.14  0.02 
PC O‐38:3  0.13  0.02  0.18  0.04  0.25  0.04  0.25  0.03  0.24  0.01  0.26  0.03 
PC O‐38:4  0.32  0.03  0.37 0.06 0.41 0.08 0.43 0.06 0.40  0.06  0.36 0.06
PC O‐38:5  0.57  0.05  0.63  0.09  0.57  0.10  0.74  0.06  0.83  0.12  0.79  0.14 
PC O‐38:6  0.28  0.06  0.36  0.09  0.28  0.07  0.43  0.05  0.56  0.05  0.53  0.10 
PC O‐40:0  0.15  0.03  0.18 0.02 0.07 0.02 0.06 0.03 0.06  0.02  0.06 0.03
PC O‐40:4  0.04  0.04  0.04 0.04 0.05 0.00 0.06 0.01 0.06  0.00  0.06 0.00
PC O‐40:5  0.10  0.02  0.11  0.02  0.08  0.01  0.08  0.01  0.09  0.01  0.09  0.01 
PC O‐40:6  0.14  0.04  0.23  0.06  0.18  0.00  0.12  0.03  0.12  0.03  0.12  0.02 
SM [32:1:2]  0.05  0.01  0.04 0.01 0.02 0.01 0.02 0.01 0.01  0.00  0.01 0.00
SM [33:1:2]  0.07  0.01  0.06  0.01  0.02  0.01  0.03  0.01  0.03  0.01  0.03  0.00 
SM [34:0:2]  0.65  0.11  0.28  0.07          0.00    0.00  0.00 
SM [34:1:2]  3.58  0.25  3.21 0.38 1.51 0.06 1.51 0.09 0.96  0.13  0.71 0.07
SM [34:2:2]  0.15  0.05  0.11  0.03  0.04  0.01  0.04  0.01  0.02  0.01  0.01  0.01 
SM [35:1:2]  0.16  0.03  0.15  0.03  0.08  0.01  0.10  0.01  0.11  0.01  0.10  0.00 
SM [36:1:2]  0.23  0.01  0.21 0.03 0.17 0.01 0.14 0.01 0.14  0.01  0.14 0.01
SM [36:2:2]  0.03  0.01  0.02  0.01  0.01  0.00  0.01  0.01  0.00  0.00  0.00  0.00 
SM [37:1:2]  0.02  0.00  0.01  0.00  0.00    0.01  0.00  0.02  0.00  0.03  0.00 
SM [38:1:2]  0.20  0.01  0.16 0.01 0.10 0.00 0.09 0.00 0.09  0.01  0.10 0.01
SM [38:2:2]  0.03  0.01  0.02 0.01 0.01 0.00 0.00 0.00  0.00  0.00 0.00
SM [39:1:2]  0.01  0.01  0.01  0.00  0.01    0.01  0.01  0.02  0.01  0.03  0.01 
SM [40:1:2]  0.39  0.01  0.27  0.04  0.17  0.00  0.14  0.00  0.17  0.02  0.18  0.02 
SM [40:2:2]  0.08  0.01  0.05 0.01 0.02 0.01 0.02 0.01 0.01  0.01  0.01 0.01
SM [41:1:2]  0.12  0.01  0.09  0.01  0.06  0.00  0.06  0.01  0.09  0.00  0.10  0.01 
SM [41:2:2]  0.05  0.01  0.03  0.01  0.01  0.00  0.01  0.01  0.02  0.01  0.03  0.00 
SM [42:0:3]  0.00      0.00 0.00 0.00 0.00  0.00  0.00 0.00
SM [42:1:2]  1.11  0.04  0.88  0.06  0.35  0.05  0.19  0.00  0.19  0.02  0.21  0.02 
SM [42:1:3]  0.02  0.00  0.01  0.01  0.02    0.03  0.01  0.04  0.00  0.04  0.01 
SM [42:2:2]  1.15  0.04  0.94 0.05 0.26 0.00 0.24 0.02 0.33  0.01  0.37 0.02
SM [42:3:2]  0.12  0.02  0.10 0.02 0.01 0.01 0.01 0.00 0.01  0.00  0.01 0.00
SM [43:1:2]  0.03  0.01  0.02  0.00  0.01  0.00  0.01  0.00  0.01  0.01  0.02  0.00 
SM [43:2:2]  0.03  0.00  0.03  0.00  0.00    0.00  0.00  0.02  0.00  0.02  0.00 
SM [44:2:2]  0.02  0.01  0.02 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.02  0.01  0.04 0.01
DAG 16:0‐18:1  0.42  0.08  0.41  0.07  0.42  0.01  0.35  0.09  0.28  0.09  0.25  0.12 
DAG 16:1‐18:1  0.14  0.01  0.12  0.03  0.09  0.00  0.09  0.01  0.09  0.01  0.08  0.02 
DAG 18:0‐18:1  0.27  0.00  0.36 0.15 0.27 0.16 0.05 0.13  0.00  0.19 0.02
DAG 18:1‐18:1  0.28  0.03  0.35  0.10  0.34  0.01  0.32  0.06  0.27  0.02  0.17  0.04 
PA 16:0‐18:1  0.15  0.07  0.21  0.04  0.30  0.18  0.32  0.18  0.29  0.23  0.27  0.22 
PA 18:0‐18:1  0.15  0.06  0.11 0.01 0.14 0.01 0.09 0.02 0.12  0.01  0.17 0.07
PA 18:1‐18:1  0.17  0.15  0.31  0.27  0.34  0.25  0.31  0.24  0.23  0.25  0.22  0.26 
PA 18:1‐18:2  0.13  0.10  0.13  0.04  0.11    0.12  0.11  0.12  0.12  0.16  0.20 
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  mol%  ±σ  mol%  ±σ  mol%  ±σ  mol%  ±σ  mol%  ±σ  mol%  ±σ 
PE 16:0‐16:0  0.02  0.02  0.02 0.02 0.02 0.01 0.02 0.00 0.01  0.00  0.01 0.00
PE 16:0‐16:1  0.14  0.03  0.13  0.02  0.09  0.03  0.07  0.02  0.06  0.02  0.06  0.03 
PE 16:1‐18:0  0.23  0.04  0.27  0.02  0.16  0.03  0.10  0.01  0.09  0.01  0.08  0.01 
PE 16:0‐18:1  0.81  0.14  0.79 0.10 0.69 0.11 0.58 0.08 0.47  0.05  0.48 0.05
PE 16:1‐18:1  0.41  0.07  0.53 0.14 0.41 0.24 0.35 0.20 0.27  0.13  0.25 0.06
PE 16:0‐18:2  0.17  0.03  0.13  0.02  0.09  0.01  0.06  0.02  0.07  0.02  0.08  0.05 
PE 17:1‐17:1  0.03  0.01  0.04  0.00  0.07  0.00  0.11  0.03  0.07  0.01  0.04  0.02 
PE 16:1‐18:2  0.04  0.03  0.10 0.06 0.17 0.06 0.21 0.04 0.17  0.03  0.09 0.02
PE 17:1‐18:0  0.13  0.01  0.19  0.04  0.12  0.02  0.11  0.02  0.08  0.00  0.09  0.01 
PE 18:0‐18:0  0.04  0.01  0.05  0.01  0.03  0.02  0.01  0.01  0.01  0.00  0.02  0.01 
PE 18:0‐18:1  2.06  0.26  2.43 0.36 2.27 0.14 1.40 0.04 1.18  0.15  1.17 0.17
PE 18:1‐18:1  1.71  0.35  1.87  0.29  2.74  0.31  1.91  0.21  1.55  0.05  1.21  0.17 
PE 18:0‐18:2  0.46  0.09  0.37  0.05  0.16  0.01  0.15  0.02  0.17  0.02  0.16  0.03 
PE 18:1‐18:2  0.58  0.13  0.47 0.04 0.45 0.03 0.41 0.04 0.39  0.03  0.36 0.04
PE 16:0‐20:3  0.18  0.02  0.10 0.02 0.08 0.01 0.09 0.01 0.11  0.01  0.15 0.04
PE 16:0‐20:4  0.28  0.07  0.19  0.07  0.14  0.01  0.16  0.02  0.17  0.02  0.27  0.06 
PE 16:0‐20:5  0.08  0.00  0.07  0.02  0.05  0.01  0.07  0.02  0.11  0.02  0.17  0.05 
PE 18:0‐20:2  0.10  0.01  0.19 0.15 0.15 0.01 0.10 0.02 0.12  0.02  0.11 0.06
PE 18:1‐20:1  0.10  0.05  0.13  0.03  0.16  0.02  0.15  0.03  0.19  0.02  0.20  0.02 
PE 18:0‐20:3  0.50  0.07  0.33  0.01  0.15  0.03  0.13  0.02  0.18  0.02  0.22  0.04 
PE 18:1‐20:2  0.05  0.02  0.05 0.02 0.09 0.01 0.09 0.02 0.10  0.01  0.06 0.02
PE 18:1‐20:3  0.38  0.04  0.26  0.04  0.22  0.02  0.19  0.02  0.22  0.01  0.23  0.06 
PE 18:0‐20:4  1.53  0.22  1.18  0.29  0.65  0.09  0.43  0.04  0.58  0.14  0.89  0.24 
PE 18:1‐20:4  0.51  0.24  0.38 0.18 0.36 0.09 0.22 0.09 0.38  0.18  0.42 0.21
PE 18:0‐20:5  0.22  0.04  0.23  0.09  0.15  0.03  0.10  0.02  0.16  0.05  0.21  0.08 
PE 18:1‐20:5  0.12  0.01  0.13  0.03  0.19  0.14  0.14  0.02  0.18  0.04  0.21  0.01 
PE 18:1‐22:4  0.10  0.01  0.06 0.03 0.04 0.06 0.03 0.08  0.06  0.09 0.05
PE 18:0‐22:5  0.14  0.01  0.13 0.09 0.04 0.00 0.03 0.01 0.03  0.03  0.05 0.02
PE 18:1‐22:5  0.14  0.09  0.11  0.06  0.09  0.08  0.09  0.06  0.06  0.02  0.07  0.04 
PE O‐16:0/18:1  0.04  0.01  0.03  0.02  0.19  0.01  0.10  0.02  0.03  0.02  0.01  0.01 
PE O‐18:0/16:1  0.05  0.01  0.03 0.00 0.08 0.01 0.07 0.01 0.02  0.01  0.02 0.00
PE O‐18:1/16:0  0.17  0.02  0.11  0.07  0.17  0.00  0.12  0.02  0.09  0.02  0.08  0.01 
PE O‐18:2/16:0  0.26  0.02  0.13  0.00  0.06  0.01  0.07  0.01  0.11  0.02  0.11  0.03 
PE O‐16:1/18:1  0.26  0.02  0.25 0.05 0.40 0.07 0.56 0.07 0.32  0.05  0.22 0.03
PE O‐18:1/16:1  0.07  0.04  0.08  0.02  0.13  0.02  0.21  0.02  0.16  0.02  0.11  0.03 
PE O‐18:2/16:1  0.08  0.01  0.06  0.01  0.10  0.00  0.14  0.03  0.15  0.04  0.14  0.05 
PE O‐16:1/18:2  0.05  0.01  0.04 0.02 0.05 0.01 0.09 0.01 0.06  0.02  0.03 0.01
PE O‐16:0/20:1  0.01  0.01  0.01 0.01 0.09 0.00 0.04 0.01 0.02  0.00  0.01 0.00
PE O‐18:0/18:1  0.39  0.04  0.43  0.08  1.16  0.03  0.64  0.04  0.26  0.03  0.24  0.05 
PE O‐18:0/18:2  0.07  0.01  0.05  0.01  0.08  0.02  0.08  0.00  0.05  0.01  0.04  0.01 
PE O‐16:1/20:1  0.04  0.01  0.03 0.02 0.06 0.01 0.09 0.03 0.05  0.00  0.02 0.01
PE O‐18:1/18:1  0.63  0.08  0.82  0.22  1.67  0.32  1.99  0.10  1.22  0.02  0.81  0.09 
PE O‐18:1/18:2  0.13  0.02  0.12  0.03  0.43  0.26  0.41  0.14  0.21  0.05  0.17  0.11 
PE O‐16:1/20:2  0.01  0.01  0.02 0.00 0.03 0.00 0.04 0.00 0.03  0.00  0.01 0.01
PE O‐18:2/18:1  0.51  0.08  0.66  0.32  1.19  0.40  1.51  0.36  1.15  0.15  1.08  0.41 
PE O‐18:3/18:1  0.04    0.04  0.04  0.06  0.00  0.09  0.06  0.08  0.03  0.11  0.00 
PE O‐16:0/20:4  0.07  0.04  0.03 0.00 0.12 0.01 0.12 0.04 0.03  0.01  0.03 0.01
PE O‐16:1/20:3  0.12  0.04  0.09  0.02  0.12  0.04  0.18  0.02  0.12  0.02  0.09  0.03 
PE O‐18:2/18:2  0.08  0.01  0.05  0.03  0.12  0.04  0.21  0.12  0.35  0.10  0.38  0.09 
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  mol%  ±σ  mol%  ±σ  mol%  ±σ  mol%  ±σ  mol%  ±σ  mol%  ±σ 
PE O‐16:1/20:4  0.61  0.11  0.36 0.04 0.28 0.04 0.43 0.07 0.41  0.06  0.40 0.04
PE O‐16:1/20:5  0.15  0.04  0.13  0.03  0.09  0.04  0.19  0.05  0.22  0.04  0.20  0.05 
PE O‐20:0/18:1  0.08  0.04  0.09  0.01  0.11  0.00  0.07  0.03  0.07  0.01  0.06  0.01 
PE O‐18:0/20:1  0.03  0.01  0.04 0.00 0.25 0.01 0.10 0.02 0.02  0.01  0.01 0.00
PE O‐20:1/18:1  0.13  0.00  0.10 0.03 0.14 0.02 0.13 0.00 0.12  0.01  0.09 0.01
PE O‐18:1/20:1  0.09  0.01  0.09  0.03  0.22  0.04  0.20  0.04  0.13  0.01  0.06  0.02 
PE O‐18:0/20:2  0.00    0.01  0.01  0.09  0.02  0.05  0.00  0.02  0.01  0.01  0.00 
PE O‐18:2/20:1  0.04  0.01  0.05 0.01 0.07 0.01 0.08 0.01 0.05  0.00  0.04 0.02
PE O‐18:0/20:3  0.05  0.01  0.03  0.00  0.14  0.02  0.08  0.02  0.03  0.01  0.03  0.00 
PE O‐18:1/20:2  0.03  0.01  0.03  0.02  0.11  0.01  0.15  0.02  0.11  0.03  0.05  0.02 
PE O‐20:2/18:1  0.03  0.00  0.04 0.02 0.04 0.01 0.05 0.01 0.04  0.01  0.02 0.01
PE O‐18:1/20:3  0.14  0.05  0.15  0.04  0.35  0.08  0.56  0.11  0.35  0.02  0.24  0.06 
PE O‐18:0/20:4  0.23  0.04  0.14  0.03  0.68  0.09  0.47  0.12  0.13  0.02  0.09  0.05 
PE O‐18:2/20:2  0.01  0.01  0.01 0.01 0.04 0.00 0.05 0.01 0.04  0.01  0.03 0.01
PE O‐16:1/22:4  0.11  0.02  0.03 0.00 0.02 0.00 0.02 0.00 0.01  0.00  0.01 0.01
PE O‐18:1/20:4  1.03  0.17  0.90  0.09  1.14  0.04  1.95  0.35  2.44  0.44  2.47  0.47 
PE O‐18:0/20:5  0.06  0.02  0.04  0.01  0.30  0.00  0.28  0.03  0.07  0.01  0.05  0.02 
PE O‐18:2/20:3  0.09  0.02  0.08 0.02 0.16 0.01 0.21 0.01 0.18  0.00  0.17 0.05
PE O‐18:1/20:5  0.29  0.07  0.31  0.08  0.43  0.09  1.04  0.35  1.24  0.26  1.11  0.18 
PE O‐16:1/22:5  0.09  0.02  0.03  0.01  0.03  0.01  0.01  0.00  0.00  0.00  0.00  0.00 
PE O‐18:2/20:4  0.47  0.10  0.33 0.05 0.35 0.02 0.72 0.18 1.11  0.17  1.37 0.39
PE O‐18:1/22:1  0.04  0.00  0.02  0.02  0.03  0.00  0.04  0.01  0.02  0.01  0.01  0.01 
PE O‐18:0/22:4  0.05  0.02  0.01  0.00  0.05  0.00  0.02  0.00  0.01  0.00  0.01  0.00 
PE O‐20:0/20:4  0.04  0.01  0.03 0.01 0.03 0.01 0.04 0.01 0.03  0.01  0.01 0.01
PE O‐18:1/22:3  0.05  0.01  0.02  0.01  0.01  0.01  0.02  0.00  0.02  0.00  0.01  0.00 
PE O‐18:1/22:4  0.15  0.03  0.07  0.01  0.05  0.00  0.06  0.01  0.04  0.01  0.05  0.01 
PE O‐20:1/20:4  0.05  0.01  0.04 0.00 0.03 0.01 0.07 0.01 0.11  0.02  0.14 0.02
PE O‐20:2/20:4  0.03  0.00  0.01 0.01 0.02 0.00 0.03 0.01 0.06  0.01  0.07 0.02
PE O‐20:1/20:5  0.01  0.00  0.01  0.01  0.01  0.00  0.02  0.01  0.05  0.01  0.05  0.01 
PE O‐18:2/22:4  0.07  0.02  0.03  0.00  0.01  0.00  0.01  0.00  0.01  0.00  0.02  0.01 
PE O‐18:1/22:5  0.21  0.03  0.12 0.02 0.11 0.01 0.06 0.01 0.04  0.00  0.04 0.00
PG 16:0‐16:0  0.02  0.01  0.02  0.02  0.01  0.00  0.01  0.00  0.01  0.00  0.01  0.01 
PG 16:0‐18:0  0.03  0.01  0.04  0.03  0.02  0.01  0.01  0.00  0.01  0.00  0.02  0.01 
PG 16:0‐18:1  0.21  0.02  0.22 0.03 0.18 0.03 0.25 0.05 0.27  0.02  0.27 0.01
PG 16:1‐18:1  0.01  0.00  0.02  0.01  0.03  0.01  0.03  0.01  0.04  0.01  0.03  0.01 
PG 17:0‐18:1  0.04  0.01  0.03  0.01  0.02  0.00  0.03  0.00  0.04  0.01  0.05  0.01 
PG 17:1‐18:1  0.01  0.00  0.02 0.00 0.01 0.00 0.03 0.01 0.03  0.01  0.02 0.00
PG 18:0‐18:1  0.11  0.01  0.12 0.01 0.11 0.02 0.06 0.01 0.05  0.01  0.05 0.01
PG 18:1‐18:1  0.08  0.01  0.09  0.03  0.17  0.01  0.38  0.08  0.53  0.04  0.16  0.02 
PG 18:1‐18:2  0.02  0.01  0.02  0.01  0.02  0.01  0.03  0.01  0.05  0.00  0.05  0.01 
PG 18:1‐20:2  0.00  0.00  0.00 0.00 0.00 0.00 0.01 0.01 0.02  0.01  0.01 0.01
PG 18:1‐20:3  0.01  0.00  0.00  0.00  0.00  0.00  0.01  0.00  0.03  0.01  0.03  0.01 
PI 16:0‐16:0  0.03  0.01  0.02  0.02  0.03  0.01  0.02  0.02  0.02  0.01  0.02  0.01 
PI 16:0‐16:1  0.06  0.01  0.06 0.02 0.05 0.01 0.07 0.02 0.06  0.01  0.06 0.02
PI 16:1‐18:0  0.17  0.02  0.12  0.06  0.08  0.00  0.09  0.01  0.12  0.00  0.14  0.02 
PI 16:0‐18:1  0.38  0.06  0.51  0.06  0.90  0.07  0.76  0.21  0.43  0.04  0.32  0.04 
PI 16:0‐18:2  0.07  0.02  0.07 0.02 0.05 0.01 0.05 0.03 0.05  0.01  0.05 0.02
PI 16:1‐18:1  0.07  0.02  0.09  0.01  0.05  0.01  0.08  0.03  0.10  0.02  0.06  0.02 
PI 17:0‐18:1  0.13  0.02  0.15  0.01  0.19  0.05  0.13  0.05  0.08  0.01  0.07  0.02 
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  mol%  ±σ  mol%  ±σ  mol%  ±σ  mol%  ±σ  mol%  ±σ  mol%  ±σ 
PI 18:0‐18:0  0.03  0.01  0.03 0.02 0.04 0.02 0.04 0.01 0.04  0.02  0.04 0.02
PI 18:0‐18:1  1.26  0.15  1.41  0.22  1.53  0.19  0.99  0.18  0.72  0.10  0.57  0.07 
PI 18:0‐18:2  0.51  0.04  0.34  0.01  0.21  0.03  0.16  0.04  0.18  0.01  0.21  0.04 
PI 16:0‐20:2  0.02  0.00  0.04 0.01 0.17 0.03 0.11 0.03 0.06  0.03  0.03 0.02
PI 18:1‐18:1  0.40  0.09  0.73 0.20 0.68 0.06 0.52 0.13 0.42  0.03  0.29 0.04
PI 18:1‐18:2  0.07  0.02  0.08  0.01  0.02  0.02  0.02  0.01  0.04  0.01  0.03  0.01 
PI 16:0‐20:3  0.12  0.02  0.09  0.01  0.13  0.02  0.19  0.05  0.18  0.02  0.16  0.02 
PI 16:0‐20:4  0.15  0.03  0.12 0.02 0.14 0.01 0.17 0.03 0.19  0.02  0.16 0.01
PI 17:0‐20:4  0.09  0.02  0.08  0.02  0.08  0.00  0.08  0.01  0.08  0.01  0.08  0.01 
PI 18:0‐20:2  0.14  0.01  0.20  0.07  0.62  0.09  0.40  0.07  0.24  0.08  0.17  0.03 
PI 18:0‐20:3  1.39  0.28  1.02 0.05 1.13 0.01 1.53 0.14 1.75  0.27  1.64 0.10
PI 18:0‐20:4  1.20  0.40  1.12  0.19  1.46  0.02  1.89  0.16  2.23  0.08  2.34  0.11 
PI 18:1‐20:4  0.11  0.03  0.12  0.01  0.08  0.03  0.09  0.02  0.11  0.01  0.08  0.00 
PI 18:0‐20:5  0.17  0.03  0.19 0.00 0.13 0.03 0.20 0.06 0.37  0.03  0.37 0.03
PS 16:0‐18:0  0.15  0.02  0.10 0.06 0.03 0.03 0.01 0.00 0.02  0.01  0.02 0.01
PS 16:0‐18:1  0.41  0.08  0.45  0.08  0.18  0.09  0.13  0.02  0.11  0.03  0.11  0.05 
PS 16:1‐18:0  0.34  0.08  0.32  0.09  0.15  0.02  0.14  0.05  0.12  0.02  0.14  0.03 
PS 17:0‐18:1  0.26  0.04  0.30 0.10 0.22 0.05 0.16 0.06 0.21  0.07  0.26 0.06
PS 18:0‐18:0  0.03  0.02  0.04  0.01  0.06  0.00  0.05  0.03  0.02  0.01  0.02  0.02 
PS 18:0‐18:1  3.14  0.80  3.35  0.45  4.54  0.49  4.25  0.17  4.33  0.20  3.97  0.21 
PS 18:1‐18:1  0.35  0.11  0.50 0.13 0.66 0.19 0.44 0.02 0.41  0.03  0.28 0.01
PS 18:0‐18:2  0.33  0.09  0.23  0.06  0.10  0.02  0.08  0.02  0.07  0.01  0.07  0.03 
PS 18:1‐20:1  0.04  0.01  0.05  0.02  0.07  0.01  0.13  0.03  0.23  0.01  0.19  0.03 
PS 18:0‐20:3  0.62  0.19  0.41 0.13 0.14 0.03 0.10 0.01 0.09  0.03  0.13 0.04
PS 18:0‐20:4  0.49  0.16  0.23  0.03  0.19  0.02  0.13  0.02  0.15  0.02  0.19  0.04 
Cer [34:1:2]  0.06  0.01  0.08  0.03  0.18  0.01  0.11  0.01  0.06  0.01  0.04  0.00 
Cer [36:1:2]  0.00  0.00  0.01 0.01 0.03 0.01 0.01 0.01 0.01  0.00  0.01 0.00
Cer [38:1:2]  0.01  0.00  0.01 0.02 0.04 0.04 0.01 0.00 0.01  0.00  0.01 0.00
Cer [38:1:3]  0.05    0.02  0.01  0.03    0.01  0.01  0.02  0.01  0.01  0.01 
Cer [40:0:3]  0.00    0.00  0.00  0.01    0.00  0.00  0.00  0.00  0.00  0.00 
Cer [40:1:2]  0.01  0.00  0.01 0.01 0.07 0.05 0.03 0.01 0.04  0.01  0.02 0.01
Cer [40:1:3]  0.11  0.08  0.11  0.07  0.06  0.01  0.04  0.01  0.07  0.02  0.06  0.03 
Cer [40:2:3]  0.02  0.00  0.02    0.01        0.00       
Cer [41:1:2]  0.00  0.00  0.00 0.00 0.03 0.02 0.01 0.02  0.00  0.02 0.01
Cer [42:0:3]  0.01  0.00  0.01  0.01  0.07    0.04  0.01  0.03  0.01  0.02  0.01 
Cer [42:1:2]  0.17  0.07  0.11  0.06  0.19    0.13  0.06  0.10  0.06  0.09  0.05 
Cer [42:1:3]  0.08  0.03  0.09 0.06 0.07 0.04 0.06 0.03 0.07  0.04  0.07 0.04
Cer [42:2:2]  0.09  0.06  0.08 0.04 0.14 0.07 0.09 0.04 0.08  0.04  0.08 0.05
Cer [42:2:3]  0.04    0.01  0.01  0.00        0.00  0.00  0.01  0.00 
Cer [44:1:2]  0.00  0.00  0.00  0.00  0.01    0.00  0.00  0.01  0.00  0.01  0.00 
Cer [44:2:2]  0.00  0.00  0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.01  0.00  0.02 0.00
HexCer [34:1:2]  0.08  0.04  0.16  0.06  0.16  0.07  0.18  0.05  0.11  0.04  0.07  0.04 
HexCer [35:1:2]  0.01  0.01  0.02  0.01  0.02    0.01  0.00  0.01  0.01  0.02  0.01 
HexCer [36:1:2]  0.01  0.01  0.02 0.00 0.02 0.02 0.00 0.02  0.00  0.02 0.00
HexCer [38:1:2]  0.02  0.00  0.03  0.01  0.04    0.03  0.00  0.03  0.01  0.03  0.01 
HexCer [40:1:2]  0.04  0.00  0.05  0.01  0.06    0.05  0.03  0.04  0.03  0.05  0.01 
HexCer [40:2:2]  0.00  0.00  0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00  0.00  0.00
HexCer [41:1:2]  0.01  0.00  0.01  0.00  0.02    0.02  0.00  0.03  0.00  0.02  0.01 
HexCer [42:0:3]  0.03    0.05  0.04  0.13  0.04  0.11  0.09  0.08  0.08  0.06  0.07 
  1 day  3 day  5 day  7 day  10 day  13 day 
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  mol%  ±σ  mol%  ±σ  mol%  ±σ  mol%  ±σ  mol%  ±σ  mol%  ±σ 
HexCer [42:1:2]  0.10  0.07  0.11 0.08 0.08 0.07 0.07 0.05 0.08  0.01  0.07 0.02
HexCer [42:1:3]  0.11  0.09  0.14  0.06  0.16  0.07  0.21  0.13  0.14  0.09  0.12  0.09 
HexCer [42:2:2]  0.06  0.01  0.05  0.04  0.05    0.03  0.02  0.04  0.01  0.04  0.01 
HexCer [43:1:2]  0.00  0.00  0.00 0.00 0.01 0.00 0.00 0.00  0.00  0.00 0.00
HexCer [44:1:2]  0.00  0.00  0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00  0.00  0.00 0.00
HexCer [44:1:3]  0.01  0.00  0.02  0.02  0.02    0.02  0.00  0.03  0.00  0.03  0.00 
Sulf [34:1:2]  0.00  0.00  0.00  0.00  0.03  0.01  0.04  0.02  0.05  0.02  0.04  0.01 
Sulf [34:1:3]  0.00    0.00 0.00 0.01 0.00 0.01 0.00 0.00  0.00  0.00 0.00
Sulf [34:2:2]  0.00    0.00    0.00  0.00  0.00  0.00  0.00  0.00  0.00  0.00 
Sulf [35:1:2]  0.00    0.01    0.00    0.00  0.00  0.00  0.00  0.00  0.00 
Sulf [40:1:2]  0.00    0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.01  0.00  0.01 0.00
Sulf [40:1:3]  0.00  0.00  0.00  0.00  0.01  0.01  0.01  0.00  0.01  0.00  0.01  0.00 
Sulf [40:2:3]  0.00    0.00    0.00  0.00  0.00  0.00  0.00  0.00  0.00   
Sulf [41:1:2]        0.00 0.00 0.00 0.01  0.00  0.01 0.00
Sulf [41:1:3]  0.00    0.00 0.00 0.00 0.01 0.00 0.01  0.00  0.01 0.00
Sulf [41:2:2]          0.00    0.00  0.00  0.00  0.00  0.00  0.00 
Sulf [42:1:2]  0.00  0.00  0.00  0.00  0.01  0.01  0.02  0.00  0.02  0.01  0.02  0.00 
Sulf [42:1:3]  0.01  0.00  0.01 0.01 0.04 0.03 0.04 0.01 0.03  0.01  0.03 0.00
Sulf [42:2:2]  0.00  0.00  0.00  0.00  0.01  0.01  0.01  0.00  0.02  0.01  0.02  0.00 
Sulf [42:2:3]  0.01  0.00  0.01  0.01  0.02  0.01  0.02  0.00  0.01  0.00  0.00  0.00 
Sulf [42:3:2]  0.00  0.00  0.00 0.00 0.00 0.00 0.00  0.00  0.00 0.00
Sulf [43:1:3]      0.00    0.00  0.00  0.00  0.00  0.00  0.00  0.00  0.00 
Sulf [44:1:3]      0.00    0.00  0.00  0.00  0.00  0.00  0.00  0.00  0.00 
GM3 [34:1:2]  0.28  0.09  0.30 0.13 0.43 0.12 0.18 0.11 0.16  0.10  0.08 0.05
GM3 [34:1:3]  0.01  0.01  0.01  0.01  0.02  0.01  0.02  0.01  0.01  0.01  0.00  0.00 
GM3 [34:2:2]  0.00  0.00  0.00  0.00      0.00  0.00         
GM3 [35:1:2]  0.01  0.00  0.01 0.01 0.02 0.00 0.00 0.00 0.01  0.00  0.00 0.00
GM3 [36:1:2]  0.01  0.01  0.02 0.01 0.03 0.00 0.01 0.01 0.02  0.01  0.01 0.00
GM3 [38:1:2]  0.07  0.02  0.09  0.06  0.12  0.05  0.08  0.06  0.11  0.08  0.05  0.05 
GM3 [38:2:2]  0.01  0.02  0.01  0.01  0.01  0.00  0.01  0.01  0.01  0.01  0.02  0.02 
GM3 [40:0:3]  0.01  0.01  0.01 0.00 0.02 0.01 0.02 0.01 0.04  0.01  0.03 0.02
GM3 [40:1:2]  0.07  0.03  0.08  0.03  0.06  0.01  0.03  0.01  0.03  0.01  0.03  0.02 
GM3 [40:1:3]  0.00  0.00  0.00  0.00  0.00    0.00  0.00  0.00    0.00   
GM3 [40:2:2]  0.00  0.00  0.00 0.00 0.00   0.00
GM3 [42:0:3]  0.03  0.03  0.01  0.00  0.04  0.02  0.04  0.03  0.04  0.00  0.04  0.01 
GM3 [42:1:2]  0.20  0.09  0.13  0.06  0.11    0.05  0.03  0.03  0.01  0.02  0.01 
GM3 [42:1:3]  0.05  0.03  0.03 0.01 0.07 0.02 0.06 0.03 0.10  0.03  0.09 0.05
GM3 [42:2:2]  0.12  0.04  0.14 0.07 0.08 0.00 0.02 0.01 0.02  0.01  0.02 0.01
GM3 [42:2:3]  0.01  0.00  0.01  0.01  0.02    0.01  0.01  0.00    0.00   
GM3 [44:1:3]      0.00    0.00    0.00  0.00  0.00  0.00  0.01  0.01 
For [34:1:2]        0.24 0.09 0.48 0.17 0.51  0.23  0.55 0.19
For [35:1:2]              0.02  0.00  0.03  0.01  0.06  0.02 
For [36:1:2]          0.01    0.06  0.02  0.10  0.03  0.17  0.06 
For [38:0:3]        0.01 0.02 0.00 0.04  0.02  0.06 0.02
For [38:1:2]          0.02    0.09  0.01  0.14  0.04  0.25  0.06 
For [40:0:3]          0.02    0.16  0.01  0.29  0.07  0.48  0.17 
For [40:1:2]        0.03 0.15 0.02 0.20  0.02  0.38 0.15
For [41:0:3]              0.05  0.02  0.14  0.01  0.28  0.14 
For [41:1:2]              0.03  0.01  0.07  0.02  0.15  0.04 
  1 day  3 day  5 day  7 day  10 day  13 day 
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  mol%  ±σ  mol%  ±σ  mol%  ±σ  mol%  ±σ  mol%  ±σ  mol%  ±σ 
For [42:0:3]        0.10 0.00 0.25 0.03 0.31  0.09  0.42 0.13
For [42:1:2]          0.12  0.04  0.22  0.04  0.23  0.06  0.33  0.10 
For [42:1:3]          0.08  0.04  0.39  0.07  0.71  0.17  1.10  0.27 
For [42:2:2]        0.06 0.02 0.15 0.03 0.23  0.07  0.37 0.09
For [43:1:2]        0.01 0.01 0.00 0.01  0.01  0.03 0.00
For [44:0:3]              0.01  0.00  0.01  0.00  0.03  0.01 
For [44:1:2]              0.01    0.02  0.00  0.05  0.02 
For [44:1:3]        0.01 0.00 0.09  0.01  0.21 0.08
For [44:2:2]                  0.02  0.01  0.07  0.01 
Chol  25.21  2.42  23.48  0.24  21.35  1.10  24.22  1.30  25.82  1.54  25.49  1.19 
 
 
 
 
 
 
 
 
1.3. MDCK cells vs. MDCK apical membrane 
(see Results section 4. for detail) 
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  MDCK 
mol% 
Rip‐off 
mol% 
PC 30:0  0.109  0.037 
PC 32:0  0.122  0.055 
PC 32:1  3.037  0.414 
PC 32:2  0.363  0.035 
PC 34:1  7.983  2.123 
PC 34:2  3.086  0.466 
PC 34:3  0.292  0.033 
PC 36:0  0.023  0.008 
PC 36:1  0.974  0.412 
PC 36:2  3.436  0.771 
PC 36:3  2.162  0.255 
PC 36:4  1.117  0.179 
PC 36:5  0.789  0.037 
PC 38:0  0.032  0.015 
PC 38:1  0.028  0.038 
PC 38:2  0.220  0.071 
PC 38:3  0.439  0.123 
PC 38:4  0.680  0.168 
PC 38:5  0.526  0.123 
PC 38:6  0.328  0.095 
PC 40:5  0.058  0.041 
PC 40:6  0.098  0.043 
PC O‐32:0  0.089  0.032 
PC O‐32:1  0.000  0.032 
PC O‐34:0  0.283  0.061 
PC O‐34:1  1.440  0.384 
PC O‐34:2  0.390  0.101 
PC O‐36:0  0.047  0.009 
PC O‐36:1  1.034  0.330 
PC O‐36:2  0.814  0.265 
PC O‐36:3  0.146  0.064 
PC O‐36:4  0.135  0.033 
PC O‐36:5  0.102  0.029 
PC O‐36:6  0.045  0.013 
PC O‐38:1  0.101  0.049 
PC O‐38:2  0.168  0.071 
PC O‐38:3  0.204  0.059 
PC O‐38:4  0.223  0.066 
PC O‐38:5  0.409  0.095 
PC O‐38:6  0.236  0.034 
PC O‐40:2  0.046  0.010 
PC O‐40:3  0.069  0.018 
PC O‐40:5  0.057  0.019 
PC O‐40:6  0.074  0.034 
SM32:1;2  0.013  0.005 
SM33:1;2  0.036  0.007 
SM34:1;2  0.906  1.958 
SM34:0;2  0.006  0.013 
SM35:1;2  0.106  0.037 
MDCK 
mol% 
Rip‐off 
mol% 
SM36:1;2 0.159  0.184 
SM37:1;2 0.037  0.007 
SM38:1;2 0.142 0.320 
SM39:1;2 0.056 0.057 
SM40:2;2 0.030  0.031 
SM40:1;2 0.318  1.390 
SM41:2;2 0.052 0.056 
SM41:1;2 0.150  0.585 
SM42:2;2 0.641  2.613 
SM42:1;2 0.319 1.991 
SM43:2;2 0.039  0.046 
SM43:1;2 0.031  0.068 
SM42:1;3 0.058 0.039 
SM44:2;2 0.055 0.076 
SM44:1;2 0.028  0.000 
DAG 18:0‐16:0 0.103  0.090 
DAG 18:0‐18:0 0.239 0.189 
DAG 16:0‐18:2 0.074  0.047 
DAG 18:0‐18:0 0.028  0.034 
DAG 18:0‐18:1 0.106 0.121 
DAG 18:1‐18:1 0.202  0.084 
PA 16:0‐18:0 0.116  0.148 
PA 16:0‐18:1 0.311 0.215 
PA 18:0‐18:0 0.110  0.033 
PA 18:0‐18:1 0.147  0.764 
PA 18:1‐18:1 0.209 0.181 
PE 16:0‐18:1 0.878 0.654 
PE 16:1‐18:1 0.402  0.359 
PE 17:1‐17:1 0.053  0.086 
PE 18:0‐18:1 1.435 0.927 
PE 18:1‐18:1 2.990  1.573 
PE 16:0‐20:2 0.095  0.084 
PE 18:1‐18:2 0.456 0.187 
PE 16:0‐20:3 0.185  0.129 
PE 16:0‐20:4 0.227  0.074 
PE 18:0‐20:2 0.160 0.089 
PE 18:0‐20:1 0.323 0.267 
PE 18:1‐20:2 0.273  0.155 
PE 18:1‐20:3 0.311  0.181 
PE 18:0‐20:4 0.553 0.273 
PE 18:0‐20:5 0.165  0.068 
PE 18:1‐20:4 0.501  0.187 
PE O‐18:1‐16:0 0.168 0.091 
PE O‐16:1‐18:1 0.283  0.489 
PE O‐18:2‐16:0 0.206  0.144 
PE O‐18:1‐16:1 0.171 0.204 
PE O‐18:2‐16:1 0.300  0.189 
PE O‐18:0‐18:1 0.257  0.304 
PE O‐18:1‐18:1 1.188  1.558 
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  MDCK 
mol% 
Rip‐off 
mol% 
PE O‐16:1‐20:1  0.069  0.157 
PE O‐18:1‐18:2  0.190  0.121 
PE O‐16:1‐20:2  0.081  0.112 
PE O‐18:2‐18:1  1.309  1.053 
PE O‐18:2‐18:2  0.171  0.082 
PE O‐16:1‐20:3  0.093  0.060 
PE O‐16:1‐20:4  0.186  0.187 
PE O‐16:1‐20:5  0.116  0.070 
PE O‐18:1‐20:1  0.196  0.305 
PE O‐20:1‐18:1  0.203  0.210 
PE O‐18:0‐20:3  0.053  0.033 
PE O‐18:1‐20:2  0.207  0.299 
PE O‐18:2‐20:1  0.127  0.176 
PE O‐18:2‐20:2  0.129  0.137 
PE O‐18:0‐20:4  0.068  0.073 
PE O‐18:1‐20:3  0.279  0.387 
PE O‐18:2‐20:3  0.256  0.193 
PE O‐18:1‐20:4  0.958  0.909 
PE O‐18:1‐20:5  0.570  0.499 
PE O‐18:2‐20:4  0.816  0.534 
PE O‐18:1‐20:3  0.034  0.046 
PE O‐18:1‐20:4  0.086  0.091 
PG 16:0‐16:0  0.003  0.007 
PG 16:0‐18:0  0.007  0.003 
PG 16:0‐18:1  0.201  0.028 
PG 16:1‐18:1  0.072  0.002 
PG 18:0‐18:0  0.003  0.002 
PG 18:0‐18:1  0.054  0.022 
PG 18:1‐18:1  0.716  0.025 
PI 16:0‐18:1  0.436  0.131 
PI 16:1‐18:0  0.143  0.046 
PI 16:1‐18:1  0.105  0.020 
PI 18:0‐18:0  0.041  0.010 
PI 18:0‐18:1  1.019  0.396 
PI 18:0‐18:2  0.190  0.032 
PI 16:0‐20:2  0.150  0.022 
PI 18:1‐18:1  0.540  0.137 
PI 16:0‐20:3  0.126  0.016 
PI 16:0‐20:4  0.130  0.031 
PI 18:0‐20:2  0.822  0.214 
PI 18:0‐20:3  1.512  0.269 
PI 18:1‐20:2  0.124  0.023 
PI 18:0‐20:4  1.984  0.224 
PI 18:0‐20:5  0.312  0.029 
PS 18:0‐18:1  4.485  6.357 
PS 18:1‐18:1  0.486  0.681 
PS 18:0‐18:2  0.304  0.517 
PS 18:1‐20:1  0.320  0.442 
Cer [34:1:2]  0.038  0.032 
MDCK 
mol% 
Rip‐off 
mol% 
Cer [40:1:2] 0.018  0.008 
Cer [41:1:2] 0.014  0.002 
Cer [42:2:2] 0.094 0.036 
Cer [42:1:2] 0.095 0.035 
Cer [42:0:3] 0.013  0.012 
Cer [44:2:2] 0.020  0.000 
Cer [44:1:2] 0.013 0.000 
HexCer [32:1:2] 0.005  0.008 
HexCer [34:1:2] 0.093  0.260 
HexCer [36:1:2] 0.032 0.054 
HexCer [38:1:2] 0.035  0.089 
HexCer [40:1:2] 0.052  0.141 
HexCer [42:0:3] 0.100 0.252 
HexCer [42:1:2] 0.067 0.195 
HexCer [42:1:3] 0.136  0.342 
HexCer [42:2:2] 0.037  0.100 
HexCer [44:1:2] 0.006 0.012 
HexCer [44:2:2] 0.003  0.003 
Sulf [34:1:2] 0.029  0.070 
Sulf [35:1:2] 0.002 0.004 
Sulf [36:1:2] 0.002  0.007 
Sulf [36:2:3] 0.024  0.001 
Sulf [36:1:3] 0.001 0.000 
Sulf [38:1:3] 0.000  0.001 
Sulf [40:2:2] 0.001  0.002 
Sulf [40:1:2] 0.009 0.019 
Sulf [41:2:2] 0.001 0.001 
Sulf [41:1:2] 0.005  0.011 
Sulf [42:3:2] 0.001  0.002 
Sulf [40:1:3] 0.005 0.010 
Sulf [42:2:2] 0.019  0.040 
Sulf [42:1:2] 0.016  0.035 
Sulf [41:1:3] 0.003 0.004 
Sulf [42:2:3] 0.003  0.007 
Sulf [43:1:2] 0.001  0.001 
Sulf [42:1:3] 0.016 0.031 
Sulf [42:0:3] 0.003 0.003 
Sulf [43:1:3] 0.001  0.001 
Sulf [44:1:3] 0.001  0.001 
GM3 [34:1:2] 0.063 0.102 
GM3 [36:1:2] 0.006  0.006 
GM3 [38:2:2] 0.005  0.002 
GM3 [38:1:2] 0.072 0.072 
GM3 [39:1:2] 0.001  0.019 
GM3 [40:1:2] 0.025  0.039 
GM3 [40:0:3] 0.022 0.020 
GM3 [42:2:2] 0.024  0.047 
GM3 [42:1:2] 0.027  0.061 
GM3 [42:1:3] 0.067  0.076 
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  MDCK 
mol% 
Rip‐off 
mol% 
FGL34:1;2  0.536  1.224 
FGL35:1;2  0.070  0.143 
FGL36:1;2  0.149  0.348 
FGL37:1;2  0.023  0.182 
FGL38:1;2  0.241  0.596 
FGL39:1;2  0.044  0.096 
FGL38:0;3  0.085  0.177 
FGL40:1;2  0.386  0.911 
FGL41:1;2  0.162  0.363 
FGL40:0;3  0.373  0.801 
FGL42:2;2  0.409  0.870 
FGL42:1;2  0.327  0.857 
FGL41:0;3  0.212  0.414 
FGL43:2;2  0.018  0.023 
FGL42:1;3  1.001  1.788 
FGL42:0;3  0.251  0.634 
FGL44:2;2  0.108  0.176 
FGL44:1;2  0.059  0.141 
FGL44:1;3  0.188  0.296 
Chol  25.131  45.262 
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1.4. MDCK cells under different SP inhibition conditions 
(see Results section 5. for details) 
  DL  FB1 C9DGJ FB1+C9DGJ 
  mol%  ±σ  mol%  ±σ  mol%  ±σ  mol%  ±σ 
PC 30:0  0.073  0.010  0.195  0.040  0.345  0.052  0.291  0.024 
PC 30:1   0.019   0.148 0.011 0.131 0.013 0.176  0.028 
PC 32:0  0.023  0.017  0.137  0.058  0.246  0.044  0.207  0.051 
PC 32:1  3.099  0.466  4.181  0.738  3.385  0.431  4.819  0.536 
PC 32:2  0.573  0.127  0.447  0.080  0.588  0.215  0.397  0.096 
PC 34:1  9.113  0.851  11.639  1.316  9.401  1.037  13.822  2.020 
PC 34:2  3.967 0.255  3.289 0.498 3.285 0.206 3.434  0.333 
PC 34:3  0.314  0.041  0.145  0.019  0.210  0.066  0.111  0.003 
PC 36:1  1.098  0.151  1.868  0.229  1.082  0.123  2.250  0.294 
PC 36:2  5.651  0.491  6.423  0.495  6.160  0.437  7.433  0.797 
PC 36:3  0.976 0.155  0.670 0.145 0.752 0.246 0.537  0.065 
PC 36:4  0.338 0.103  0.262 0.077 0.233 0.077 0.213  0.067 
PC 38:1  0.015  0.008  0.057  0.024  0.018  0.009  0.042  0.031 
PC 38:2  0.322  0.039  0.441  0.037  0.380  0.073  0.487  0.109 
PC 38:3  0.455  0.068  0.365  0.056  0.426  0.141  0.297  0.051 
PC 38:4  0.162 0.032  0.127 0.038 0.144 0.050 0.088  0.023 
PC 38:5  0.140 0.023  0.122 0.042 0.141 0.052 0.106  0.030 
PC 38:6  0.094  0.018  0.064  0.020  0.077  0.036  0.047  0.014 
PC 40:2  0.028  0.001  0.045  0.005  0.037  0.012  0.055  0.015 
PC 40:6  0.054  0.010  0.050  0.010  0.046  0.017  0.027  0.003 
PC O‐32:0  0.090 0.005  0.206 0.029 0.268 0.036 0.315  0.019 
PC O‐32:1  0.031 0.011  0.074 0.023 0.354 0.058 0.114  0.081 
PC O‐32:2  0.049  0.005  0.048  0.010  0.135  0.054  0.058  0.019 
PC O‐34:0  0.190  0.023  0.373  0.071  0.278  0.070  0.414  0.063 
PC O‐34:1  1.580  0.103  2.031  0.257  2.637  0.293  2.152  0.239 
PC O‐34:2  0.539 0.028  0.418 0.084 0.815 0.151 0.424  0.057 
PC O‐34:3  0.078  0.012  0.047  0.007  0.102  0.016  0.048  0.008 
PC O‐36:0  0.027  0.017  0.040  0.021  0.027  0.017  0.056  0.022 
PC O‐36:1  1.149  0.107  1.647  0.223  1.527  0.210  1.618  0.211 
PC O‐36:2  1.406  0.080  1.234  0.243  2.095  0.345  1.349  0.239 
PC O‐36:3  0.214 0.037  0.128 0.068 0.289 0.053 0.165  0.040 
PC O‐36:4  0.106  0.052  0.120  0.115  0.163  0.077     
PC O‐38:1  0.119  0.010  0.172  0.017  0.216  0.020  0.190  0.047 
PC O‐38:2  0.259  0.016  0.251  0.033  0.405  0.036  0.247  0.061 
PC O‐38:3  0.210 0.012  0.118 0.026 0.269 0.049 0.119  0.013 
PC O‐38:4  0.104 0.012  0.065 0.021 0.164 0.038 0.063  0.014 
PC O‐38:5  0.155  0.022  0.064  0.014  0.240  0.047  0.069  0.010 
PC O‐38:6  0.075  0.005  0.035  0.012  0.114  0.028  0.024  0.007 
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  DL  FB1  C9DGJ  FB1+C9DGJ 
  mol%  ±σ  mol%  ±σ  mol%  ±σ  mol%  ±σ 
PC O‐40:2  0.039  0.005  0.033  0.006  0.064  0.007  0.035  0.010 
PC O‐40:3  0.075 0.027  0.100 0.075 0.086 0.030 0.059  0.029 
PC O‐40:6  0.036  0.004  0.019  0.007  0.063  0.005  0.018  0.003 
SM [32:1:2]  0.012  0.006      0.008  0.004     
SM [33:1:2]  0.035  0.018  0.014    0.025  0.019  0.006   
SM [34:1:2]  1.430  0.268  0.100  0.042  1.758  0.127  0.119  0.022 
SM [35:1:2]  0.070 0.035  0.058 0.030  
SM [36:1:2]  0.088  0.028  0.054  0.014  0.096  0.019  0.086  0.023 
SM [38:1:2]  0.070  0.023  0.075  0.036  0.131  0.025  0.217  0.038 
SM [39:1:2]  0.010  0.006      0.005  0.002  0.005  0.001 
SM [40:1:2]  0.114 0.033  0.077 0.038 0.210 0.030 0.257  0.061 
SM [40:2:2]  0.022 0.015  0.023 0.015 0.004  0.002 
SM [41:1:2]  0.056  0.022  0.021  0.008  0.062  0.012  0.057  0.037 
SM [41:2:2]  0.022  0.010  0.003    0.022  0.013  0.008  0.006 
SM [42:1:2]  0.184  0.041  0.242  0.087  0.663  0.143  0.801  0.214 
SM [42:2:2]  0.514 0.091  0.276 0.027 1.067 0.347 0.775  0.243 
SM [42:3:2]  0.026 0.025  0.034 0.032 0.004  0.004 
SM [42:1:3]  0.019  0.004  0.001    0.091  0.023  0.020  0.015 
SM [43:1:2]  0.003  0.001  0.001  0.001  0.011  0.008  0.011  0.007 
SM [44:2:2]  0.010  0.004  0.004  0.002  0.066  0.027  0.014  0.011 
DAG 16:0‐18:1  0.284 0.229  0.281 0.144 0.423 0.288 0.554  0.433 
DAG 16:1‐18:1  0.234 0.092  0.189 0.035 0.327 0.110 0.279  0.123 
DAG 18:0‐18:1  0.192  0.177  0.115  0.066  0.194  0.147  0.238  0.196 
DAG 18:1‐18:1  0.699  0.348  0.655  0.056  0.974  0.396  0.859  0.160 
PA 16:0‐18:0  0.080  0.053  0.082  0.056  0.118  0.051  0.109  0.020 
PA 16:0‐18:1  0.201   0.135 0.172 0.268  0.135 
PA 18:1‐18:1  0.208  0.113  0.269  0.162  0.291  0.098  0.370  0.117 
PA 16:0‐16:1  0.252  0.071  0.406  0.042  0.259  0.105  0.662  0.160 
PA 16:1‐16:1  0.096  0.044  0.146  0.083  0.117  0.082  0.133  0.051 
PA 16:0‐18:1  1.133  0.157  1.621  0.400  1.100  0.305  2.074  0.704 
PA 18:0‐16:1  0.208 0.045  0.311 0.095 0.324 0.185 0.433  0.174 
PA 17:1‐17:1  0.111  0.022  0.140  0.019  0.149  0.054  0.168  0.044 
PA 16:1‐18:1  1.215  0.338  1.455  0.431  1.149  0.343  1.778  0.620 
PA 16:1‐18:2  0.172  0.049  0.162  0.021  0.242  0.105  0.277  0.154 
PA 18:0‐18:1  2.092 0.206  1.957 0.161 2.424 0.252 3.056  0.867 
PA 18:1‐18:1  3.999 0.252  5.347 0.694 4.869 0.903 5.910  1.634 
PA 18:1‐18:2  0.658  0.135  0.653  0.050  0.529  0.115  0.621  0.221 
PA 18:0‐20:2  0.376  0.037  0.204  0.042  0.258  0.008  0.227  0.100 
PA 18:1‐20:1  0.335  0.036  0.254  0.032  0.500  0.083  0.318  0.075 
PA 18:1‐20:2  0.510 0.045  0.379 0.077 0.387 0.070 0.252  0.059 
PA 18:0‐20:4  0.192 0.032  0.295 0.046 0.175 0.052 0.230  0.084 
PA 18:1‐20:3  0.182  0.028  0.324  0.073  0.257  0.026  0.065  0.014 
PA 18:1‐20:4  0.207  0.012  0.272  0.024  0.191  0.031  0.220  0.080 
PE O‐16:1‐16:1  0.106  0.027  0.185  0.059  0.113  0.026  0.237  0.088 
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  DL  FB1  C9DGJ  FB1+C9DGJ 
  mol%  ±σ  mol%  ±σ  mol%  ±σ  mol%  ±σ 
PE O‐16:0‐18:1  0.126  0.055  0.126  0.035  0.210  0.121  0.191  0.051 
PE O‐18:1‐16:0  0.162 0.057  0.224 0.098 0.448 0.212 0.271  0.098 
PE O‐18:0‐16:1  0.061  0.018  0.077  0.003  0.072  0.008  0.109  0.015 
PE O‐16:1‐18:1  0.886  0.156  1.093  0.177  1.173  0.426  1.623  0.245 
PE O‐18:1‐16:1  0.343  0.065  0.478  0.077  0.432  0.131  0.605  0.095 
PE O‐18:2‐16:0  0.143  0.031  0.110  0.031  0.381  0.100  0.196  0.047 
PE O‐18:2‐16:1  0.375 0.083  0.395 0.096 0.480 0.181 0.474  0.074 
PE O‐16:1‐18:2  0.094  0.026  0.102  0.018  0.105  0.035  0.108  0.023 
PE O‐18:0‐18:1  0.459  0.052  0.550  0.158  0.675  0.190  0.711  0.152 
PE O‐16:0‐20:1  0.061  0.009  0.049  0.011  0.163  0.040  0.080  0.021 
PE O‐18:1‐18:1  1.982 0.300  2.035 0.301 2.722 0.646 2.985  0.098 
PE O‐16:1‐20:1  0.211 0.021  0.142 0.020 0.325 0.053 0.151  0.037 
PE O‐18:2‐18:1  2.447  0.485  2.144  0.161  2.644  0.318  2.808  0.194 
PE O‐16:1‐20:2  0.395  0.121  0.307  0.034  0.331  0.060  0.243  0.017 
PE O‐18:1‐18:2  0.207  0.046  0.230  0.035  0.223  0.053  0.274  0.128 
PE O‐18:2‐18:2  0.156 0.030  0.122 0.016 0.141 0.027 0.102  0.010 
PE O‐16:1‐20:3  0.119 0.020  0.122 0.011 0.119 0.019 0.097  0.004 
PE O‐16:1‐20:4  0.127  0.030  0.131  0.015  0.111  0.002  0.112  0.018 
PE O‐20:0‐18:1  0.187  0.049  0.173  0.085  0.154  0.041  0.140  0.073 
PE O‐18:0‐20:1  0.071  0.006  0.088  0.058  0.165  0.032  0.090  0.011 
PE O‐18:1‐20:1  0.371 0.064  0.172 0.054 0.596 0.147 0.290  0.024 
PE O‐20:1‐18:1  0.305 0.094  0.313 0.029 0.282 0.047 0.344  0.047 
PE O‐18:0‐20:2  0.106  0.023  0.096  0.034  0.113  0.034  0.059  0.007 
PE O‐18:2‐20:1  0.242  0.023  0.094  0.017  0.382  0.069  0.127  0.011 
PE O‐20:2‐18:1  0.140  0.011  0.160  0.022  0.136  0.022  0.143  0.014 
PE O‐18:1‐20:2  0.603 0.080  0.467 0.081 0.461 0.072 0.381  0.050 
PE O‐18:2‐20:2  0.433  0.020  0.244  0.051  0.342  0.024  0.179  0.019 
PE O‐18:1‐20:3  0.158  0.037  0.184  0.087  0.163  0.033  0.139  0.049 
PE O‐18:1‐20:4  0.236  0.037  0.226  0.072  0.311  0.081  0.241  0.065 
PE O‐18:2‐20:3  0.178  0.029  0.126  0.052  0.197  0.047  0.130  0.009 
PE O‐18:2‐20:4  0.247 0.036  0.168 0.018 0.279 0.027 0.171  0.039 
PE O‐18:1‐20:5  0.124  0.024  0.108  0.023  0.128  0.011  0.080  0.008 
PG 16:0‐16:0  0.015  0.006  0.044  0.033  0.019  0.004  0.021  0.002 
PG 16:0‐18:1  0.293  0.066  0.341  0.023  0.406  0.063  0.398  0.021 
PG 16:1‐18:1  0.137 0.004  0.135 0.039 0.271 0.076 0.160  0.032 
PG 17:0‐18:1  0.032   0.031 0.063 0.048  0.019 
PG 17:1‐18:1  0.073  0.007  0.065  0.008  0.115  0.026  0.060  0.009 
PG 18:0‐18:1  0.071  0.027  0.130  0.032  0.139  0.028  0.158  0.049 
PG 18:1‐18:1  1.322  0.129  1.285  0.270  1.837  0.370  1.434  0.319 
PG 18:1‐18:2  0.102 0.013  0.081 0.024 0.122 0.032 0.065  0.017 
PG 18:1‐20:1  0.052 0.017  0.055 0.016 0.082 0.028 0.050  0.004 
PG 18:1‐20:2  0.120  0.017  0.102  0.029  0.125  0.029  0.075  0.016 
PI 16:0‐16:0  0.035  0.019  0.027  0.011  0.038  0.034  0.038  0.022 
PI 16:0‐16:1  0.092  0.018  0.077  0.007  0.095  0.015  0.101  0.017 
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  DL  FB1  C9DGJ  FB1+C9DGJ 
  mol%  ±σ  mol%  ±σ  mol%  ±σ  mol%  ±σ 
PI 16:0‐18:1  0.650  0.161  0.823  0.084  0.931  0.165  0.967  0.108 
PI 18:0‐16:1  0.127 0.011  0.158 0.040 0.187 0.025 0.176  0.032 
PI 16:1‐18:1  0.126  0.023  0.124  0.014  0.160  0.015  0.094  0.034 
PI 17:0‐18:1  0.100  0.023  0.154  0.030  0.175  0.052  0.170  0.034 
PI 18:0‐18:0  0.020  0.018  0.009  0.006  0.022  0.014  0.003  0.001 
PI 18:0‐18:1  1.466  0.241  2.345  0.342  2.636  0.635  3.374  0.848 
PI 18:0‐18:2  0.272 0.106  0.203 0.066 0.245 0.066 0.233  0.048 
PI 18:1‐18:1  0.778  0.223  0.939  0.211  1.052  0.187  1.001  0.124 
PI 16:0‐20:2  0.337  0.082  0.292  0.049  0.259  0.037  0.304  0.058 
PI 18:0‐20:1  0.053  0.015  0.084  0.025  0.092  0.050  0.114  0.067 
PI 18:0‐20:2  1.791 0.251  1.932 0.375 1.917 0.384 1.969  0.671 
PI 18:1‐20:1  0.023 0.000  0.041 0.006 0.033 0.007 0.074  0.013 
PI 18:0‐20:3  0.460  0.132  0.415  0.189  0.446  0.077  0.404  0.055 
PI 18:1‐20:2  0.227  0.046  0.227  0.060  0.200  0.041  0.169  0.033 
PI 18:0‐20:4  0.437  0.117  0.335  0.098  0.258  0.049  0.274  0.042 
PS 16:0‐18:1  0.124 0.011  0.240 0.013 0.087 0.023 0.192  0.043 
PS 18:0‐18:1  3.100 0.434  2.379 0.312 2.445 0.406 2.933  0.797 
PS 18:1‐18:1  0.571  0.123  0.488  0.075  0.433  0.109  0.476  0.149 
PS 18:0‐20:2  0.368  0.213  0.205  0.129  0.175  0.096  0.145  0.015 
Cer [34:1:2]  0.108  0.022  0.040  0.020  0.177  0.028  0.002  0.001 
Cer [36:1:2]  0.005 0.004  0.012 0.006 0.008 0.003 0.008  0.002 
Cer [38:1:2]  0.003 0.002  0.002 0.002 0.011 0.004 0.002  0.001 
Cer [40:1:2]  0.007  0.003      0.021  0.005  0.004   
Cer [42:1:2]  0.077  0.031      0.119  0.053  0.013  0.010 
Cer [42:1:3]  0.039  0.029  0.026  0.005  0.141  0.069  0.118  0.043 
Cer [42:2:2]  0.110 0.059  0.001 0.000 0.187 0.105 0.024  0.020 
HexCer [34:1:2]  0.125  0.039  0.008  0.007  0.110  0.064  0.016  0.013 
HexCer [36:1:2]  0.007  0.006  0.005  0.004  0.005  0.004  0.007  0.005 
HexCer [38:1:2]  0.012  0.006  0.007  0.007  0.011  0.009  0.020  0.016 
HexCer [40:1:2]  0.013  0.009  0.003  0.004  0.006  0.006  0.019  0.016 
HexCer [42:1:2]  0.040 0.019  0.003 0.002 0.032 0.026 0.039  0.031 
HexCer [42:1:3]  0.097  0.006  0.026  0.016  0.235  0.078  0.116  0.070 
HexCer [42:2:2]  0.030  0.020  0.003  0.002  0.061  0.031  0.038  0.027 
HexCer [43:1:2]  0.002  0.000  0.003  0.001  0.004  0.002  0.023  0.018 
Sulf [34:1:2]  0.129 0.097  0.016 0.010 0.199 0.114 0.015  0.012 
Sulf [34:1:3]  0.013 0.011  0.004 0.002 0.026 0.025 0.005  0.003 
Sulf [35:1:2]  0.004  0.002      0.004  0.002     
Sulf [36:1:2]  0.019  0.018  0.004  0.001  0.011  0.006  0.005  0.002 
Sulf [38:1:2]  0.018  0.017  0.021  0.003  0.030  0.012  0.027  0.009 
Sulf [38:1:3]  0.004 0.004  0.004 0.002 0.011 0.010 0.012  0.007 
Sulf [40:1:2]  0.018 0.008  0.002 0.001 0.015 0.009 0.009  0.006 
Sulf [40:1:3]  0.023  0.017  0.014  0.010  0.036  0.034  0.019  0.018 
Sulf [40:2:3]  0.003  0.003  0.001    0.003  0.004  0.001  0.000 
Sulf [41:1:2]  0.007  0.007  0.000    0.004  0.001  0.001  0.000 
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  DL  FB1  C9DGJ  FB1+C9DGJ 
  mol%  ±σ  mol%  ±σ  mol%  ±σ  mol%  ±σ 
Sulf [42:1:2]  0.021  0.006  0.006  0.000  0.023  0.002  0.010  0.007 
Sulf [42:1:3]  0.052 0.019  0.028 0.009 0.079 0.008 0.031  0.018 
Sulf [42:2:2]  0.037  0.009  0.006  0.002  0.035  0.005  0.008  0.006 
Sulf [42:2:3]  0.022  0.007  0.008  0.001  0.015  0.003  0.007  0.006 
Sulf [42:3:2]  0.007  0.000      0.003  0.001     
Sulf [43:1:3]  0.003  0.002  0.000    0.005  0.003  0.001  0.000 
Sulf [44:1:3]  0.002 0.001  0.001 0.007 0.004 0.002  0.000 
GM3 [34:1:2]  0.302  0.092  0.089  0.059  0.042  0.016     
GM3 [38:1:2]  0.090  0.049  0.089  0.055  0.019  0.010     
GM3 [38:2:2]  0.032  0.020  0.029  0.015  0.018  0.008     
GM3 [42:1:2]  0.068 0.030  0.025 0.026 0.010 0.004  
GM3 [42:1:3]  0.099 0.040  0.031 0.009  
GM3 [42:2:2]  0.108  0.025  0.008  0.006  0.007  0.002     
For [34:1:2]  1.003  0.349  0.050  0.018  0.063  0.013     
For [36:1:2]  0.045  0.001  0.006           
For [38:1:2]  0.118 0.021  0.040 0.019  
For [40:1:2]  0.244 0.105  0.100 0.086 0.203 0.111  
For [41:1:2]  0.069  0.034             
For [42:0:3]  0.060  0.009  0.018    0.013  0.002     
For [42:1:2]  0.321  0.118  0.071  0.007  0.038  0.009     
For [42:1:3]  0.564 0.231  0.017 0.002 0.248 0.103  
For [42:2:2]  0.616 0.221  0.059 0.012 0.031 0.008  
For [43:1:2]  0.030  0.010  0.020  0.005  0.030  0.018     
For [44:2:2]  0.025  0.006             
Chol  22.523  1.443  21.063  1.070  10.356  0.453  12.657  1.888 
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1.5. The lipidome of BHK, its PM, VSV and SFV 
(see Results section 6. for details) 
  BHK  PM VSV SFV 
  mol%  ±σ mol% ±σ mol% ±σ mol%  ±σ 
PC 30:0  0.271  0.071  0.300  0.042  0.204  0.017  0.345  0.048 
PC 32:0  0.841  0.155  1.176  0.052  1.003  0.203  1.430  0.142 
PC 32:1  2.094  0.174 1.143 0.187 0.936 0.087 1.250  0.133
PC 32:2  0.315  0.013 0.098 0.054 0.082 0.019 0.069  0.010
PC 34:0      0.065  0.022  0.095  0.049  0.131  0.078 
PC 34:1  5.741  0.583  3.290  0.534  2.835  0.426  3.817  0.446 
PC 34:2  2.977  0.065 0.979 0.388 0.727 0.114 0.709  0.121
PC 34:3  0.199  0.014  0.070  0.036  0.051  0.015  0.047  0.017 
PC 36:0      0.018  0.022         
PC 36:1  1.059  0.247 0.760 0.193 0.610 0.149 0.754  0.157
PC 36:2  6.883  0.728  2.064  1.012  1.555  0.251  1.472  0.359 
PC 36:3  0.857  0.059  0.255  0.164  0.164  0.020  0.131  0.030 
PC 36:4  0.194  0.028 0.070 0.031 0.042 0.015 0.031  0.015
PC 38:0  0.093  0.003  0.027  0.001         
PC 38:1  0.069  0.014  0.030  0.001  0.040  0.009  0.036  0.006 
PC 38:2  0.382  0.070  0.055  0.014  0.092  0.059  0.048  0.048 
PC 38:3  0.278  0.064 0.038 0.006 0.060 0.028    
PC 38:4  0.344  0.065  0.066  0.022  0.053  0.011  0.048  0.019 
PC 38:5  0.180  0.013  0.047  0.018  0.038  0.016  0.041  0.017 
PC 38:6  0.107  0.014 0.020 0.017 0.010    
PC 40:2  0.078  0.017  0.027    0.036  0.011  0.037  0.015 
PC 40:6  0.140  0.025  0.034  0.000  0.029  0.006  0.042  0.019 
PC O‐30:0  0.062  0.002 0.068 0.008 0.055 0.009 0.071  0.013
PC O‐32:0  0.321  0.028  0.390  0.051  0.305  0.056  0.443  0.056 
PC O‐32:1  0.195  0.051  0.115  0.048  0.121  0.058  0.094  0.074 
PC O‐32:2  0.071  0.018 0.025 0.013 0.017 0.015 0.020  0.010
PC O‐34:0  0.075  0.035 0.184 0.023 0.120 0.018 0.180  0.024
PC O‐34:1  2.756  0.042  1.596  0.378  1.218  0.186  1.727  0.310 
PC O‐34:2  0.817  0.010  0.296  0.108  0.176  0.030  0.231  0.049 
PC O‐34:3  0.098  0.008 0.039 0.017 0.023 0.011    
PC O‐36:0      0.039  0.005  0.029  0.002  0.043  0.009 
PC O‐36:1  0.481  0.063  0.307  0.060  0.189  0.011  0.269  0.032 
PC O‐36:2  1.470  0.115 0.445 0.189 0.246 0.040 0.305  0.057
PC O‐36:3  0.399  0.018  0.126  0.056  0.071  0.019  0.092  0.021 
PC O‐36:4  0.171  0.009  0.065  0.031  0.043  0.020  0.043  0.016 
PC O‐38:1  0.084  0.011 0.042 0.011 0.039 0.006 0.048  0.013
PC O‐38:2  0.188  0.014 0.048 0.000 0.056 0.020 0.046  0.011
PC O‐38:3  0.145  0.015  0.030  0.002  0.032  0.008  0.033  0.020 
PC O‐38:4  0.246  0.036  0.041  0.006  0.039  0.014  0.038  0.016 
PC O‐38:5  0.282  0.010 0.066 0.058 0.020 0.064  0.009
PC O‐38:6  0.121  0.005  0.036  0.009  0.022  0.003     
PC O‐40:0  0.111  0.004  0.027  0.009         
PC O‐40:3  0.141  0.036 0.120 0.080 0.063 0.122  #####
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  BHK  PM  VSV  SFV 
  mol%  ±σ mol% ±σ mol% ±σ mol%  ±σ 
PC O‐40:6  0.128  0.014  0.033  0.004         
SM 33:1;2  0.118  0.047  0.135  0.067  0.167  0.035  0.177  0.013 
SM 34:0;2  0.323  0.038 0.425 0.127 0.872 0.101 1.125  0.173
SM 34:1;2  4.014  0.551 5.966 0.943 7.010 0.646 7.764  0.571
SM 34:2;2  0.673  0.190  0.872  0.179  1.332  0.295  1.269  0.230 
SM 36:1;2          0.060  0.029  0.100  0.040 
SM 42:1;2  0.073  0.037 0.223 0.108 0.297 0.076 0.398  0.069
SM 42:2;2  0.510  0.103  0.758  0.150  1.245  0.092  1.397  0.147 
SM 42:3;2  0.198  0.081  0.267  0.104  0.568  0.108  0.624  0.075 
DAG 16:0‐18:0    0.063 0.009 0.129  0.073
DAG 16:0‐18:1  0.373  0.171  0.759  0.176  0.056  0.010  0.100  0.069 
DAG 16:1‐18:1  0.222  0.054  0.150  0.023         
DAG 18:0‐18:0    0.038 0.005 0.068  0.019
DAG 18:0‐18:1    0.516 0.348    
DAG 18:1‐18:1  0.093  0.013  0.310  0.045  0.027  0.001  0.019  0.007 
PA 16:0‐18:0  0.532  0.036      0.039  0.012  0.066  0.038 
PA 16:0‐18:1    0.042 0.024 0.074  0.009
PA 18:0‐18:0  0.471  0.092  0.047  0.046  0.024  0.006  0.061  0.002 
PA 18:1‐18:1  0.178  0.045  0.224  0.081         
PE 16:1‐16:1    0.056 0.014 0.032  0.007
PE 16:0‐18:1  0.642  0.072  0.435  0.162  0.295  0.035  0.314  0.006 
PE 16:1‐18:1  1.132  0.032  0.473    0.835  0.164  0.590  0.053 
PE 18:0‐18:0  0.146  0.084 0.123 0.059 0.085 0.031 0.046  0.006
PE 18:0‐18:1  0.840  0.142  0.440  0.180  0.448  0.057  0.368  0.010 
PE 18:1‐18:1  2.521  0.217  1.399  0.275  2.449  0.272  1.928  0.062 
PE 18:1‐18:2  0.526  0.063 0.198 0.073 0.309 0.068 0.229  0.005
PE 18:0‐20:3    0.094 0.003 0.073  0.021
PE 18:0‐20:4  0.188  0.134  0.411    0.076  0.006  0.060  0.032 
PE 18:1‐20:3  0.336  0.065      0.268  0.076  0.196  0.033 
PE 18:1‐20:4    0.106 0.029 0.070  0.025
PE O‐16:1‐16:0  0.109  0.005  0.071  0.028         
PE O‐16:1‐16:1  0.138  0.060  0.134  0.031  0.169  0.015  0.148  0.010 
PE O‐16:0‐18:1  0.090  0.046 0.137 0.016 0.101 0.013 0.068  0.017
PE O‐18:1‐16:0  0.226  0.093  0.131  0.016  0.099  0.007  0.143  0.027 
PE O‐16:1‐18:0  0.177  0.029  0.194  0.000         
PE O‐16:1‐18:1  1.160  0.306 1.496 0.344 1.728 0.074 1.325  0.119
PE O‐18:2‐16:0  0.255  0.088 0.122 0.065 0.311 0.014 0.298  0.047
PE O‐18:1‐16:1  0.159  0.009  0.082  0.023  0.109  0.002  0.092  0.010 
PE O‐18:2‐16:1  0.306  0.077  0.264  0.028  0.423  0.038  0.273  0.032 
PE O‐16:1‐18:2  0.139  0.037 0.215 0.025 0.167 0.013 0.139  0.008
PE O‐18:1‐18:0  0.456  0.245  0.242  0.023  0.017  0.010  0.087  0.091 
PE O‐18:1‐18:1  0.946  0.261  0.690  0.244  0.820  0.098  0.646  0.099 
PE O‐16:1‐20:1  0.109  0.039 0.126 0.044 0.175 0.007 0.154  0.021
PE O‐16:1‐20:2  0.074  0.017  0.073  0.019  0.128  0.005  0.092  0.013 
PE O‐18:1‐18:2  0.085  0.023  0.100  0.039  0.061  0.011  0.064  0.017 
PE O‐18:2‐18:1  1.333  0.413 1.133 0.370 1.873 0.134 1.308  0.167
PE O‐18:2‐18:2  0.150  0.028  0.147  0.016  0.169  0.011  0.134  0.035 
PE O‐16:1‐20:3  0.506  0.079  0.551  0.170  0.646  0.073  0.532  0.102 
PE O‐16:1‐20:4  0.306  0.076  0.459  0.148  0.494  0.072  0.303  0.016 
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  BHK  PM  VSV  SFV 
  mol%  ±σ mol% ±σ mol% ±σ mol%  ±σ 
PE O‐18:1‐20:1  0.113  0.026  0.075  0.028  0.092  0.011  0.079  0.018 
PE O‐18:2‐20:1  0.084  0.040  0.069  0.012  0.182  0.024  0.108  0.012 
PE O‐18:2‐20:2  0.057  0.018 0.075 0.003 0.124 0.021 0.078  0.013
PE O‐18:1‐20:3  0.195  0.073 0.237 0.056 0.249 0.039 0.200  0.022
PE O‐18:1‐20:4  0.150  0.063  0.178  0.040  0.181  0.020  0.129  0.013 
PE O‐18:2‐20:3  0.432  0.114  0.330  0.093  0.600  0.059  0.453  0.075 
PE O‐16:1‐22:5  0.117  0.024 0.176 0.014 0.221 0.048 0.145  0.025
PE O‐18:2‐20:4  0.226  0.106  0.312  0.075  0.430  0.072  0.236  0.039 
PE O‐18:1‐22:5      0.057  0.032  0.089  0.000  0.095  ##### 
PG 16:0‐16:0  0.041  0.017 0.018 0.003 0.003 0.001 0.009  0.003
PG 16:0‐18:0  0.106  0.064  0.042  0.011  0.006  0.002  0.020  0.008 
PG 16:0‐18:1  0.171  0.042  0.046  0.006  0.010  0.003  0.007  0.000 
PG 16:1‐18:1  0.103  0.019 0.020 0.002 0.005 0.003 0.006  0.003
PG 18:0‐18:0  0.047  0.033 0.025 0.004 0.003 0.001 0.005  0.001
PG 18:0‐18:1  0.130  0.021  0.044  0.004  0.015  0.002  0.015  0.001 
PG 18:1‐18:1  0.619  0.187  0.068  0.012  0.025  0.002  0.021  0.003 
PG 18:1‐18:2  0.078  0.012 0.013 0.006    
PI 16:0‐16:0          0.049  0.024  0.075  0.064 
PI 16:0‐18:1  0.599  0.196  0.076  0.074  0.023  0.000  0.052  ##### 
PI 18:0‐18:0  0.231  0.207 0.014 0.007 0.044 0.003 0.028  0.028
PI 18:0‐18:1  0.581  0.433  0.178  0.040  0.161  0.045  0.145  0.043 
PI 18:1‐18:1  0.596  0.104  0.274  0.041  0.120  0.042  0.060  0.011 
PI 18:0‐18:2  0.563  0.076 0.172 0.103 0.059 0.000 0.135  #####
PI 18:0‐20:2  0.555  0.245  0.096  0.036  0.062  0.000  0.047  ##### 
PI 18:0‐20:3  2.584  1.046  0.910  0.558  0.406  0.158  0.336  0.029 
PI 18:0‐20:4  0.668  0.150 0.238 0.010 0.137 0.034 0.103  0.044
PI 18:1‐20:3  0.243  0.074 0.109 0.031 0.048 0.012 0.021  0.006
PS 16:0‐16:0      0.043  0.038         
PS 16:0‐18:1  0.449  0.128  0.807  0.150  0.778  0.195  0.936  0.032 
PS 16:1‐18:0  0.355  0.202 0.572 0.202 0.650 0.066 0.627  0.075
PS 16:1‐18:1  0.170  0.118  0.258  0.038  0.555  0.068  0.537  0.154 
PS 18:0‐18:0  0.138  0.115  0.051  0.030  0.024  0.004  0.040  0.013 
PS 18:0‐18:1  2.421  0.442 4.660 0.657 4.381 0.802 5.019  0.538
PS 18:1‐18:1  0.861  0.240  1.556  0.184  2.552  0.495  2.578  0.379 
PS 18:0‐18:2  0.266  0.017      0.327  0.058  0.389  0.013 
PS 18:1‐20:1  0.062  0.062 0.119 0.042 0.208 0.074 0.232  0.149
PS 18:0‐20:3  0.297  0.035 0.325 0.124 0.309  0.191
PS 18:1‐22:1          0.202  0.094  0.232  0.078 
Cer 34:1;2  0.143  0.040  0.064  0.025  0.063  0.004  0.079  0.014 
Cer 36:1;2  0.009  0.006 0.005 0.001 0.001 0.003  0.000
Cer 40:2;2      0.006  0.003         
Cer 42:2;2  0.068  0.009  0.020    0.013  0.004  0.009  0.003 
Cer 42:1;2  0.162  0.066 0.004 0.000 0.013 0.010 0.012  0.012
HexCer 34:1;2  0.120  0.019  0.077  0.020         
HexCer 38:1;2  0.035  0.022             
HexCer 40:1;2  0.021  0.011 0.007    
HexCer 42:2;2  0.031  0.013  0.015  0.005         
HexCer 42:1;2  0.016  0.006  0.009  0.003         
diHexCer 34:1;2  0.033  0.009      0.160  0.058  0.098  0.043 
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  BHK  PM  VSV  SFV 
  mol%  ±σ mol% ±σ mol% ±σ mol%  ±σ 
diHexCer 40:1;2          0.004  0.002  0.002  0.000 
diHexCer 42:2;2  0.003  0.002      0.052  0.021  0.027  0.013 
diHexCer 42:1;2    0.022 0.012 0.008  0.003
GM3 32:1;2    0.014 0.026 0.006 0.014  0.007
GM3 33:1;2  0.002  0.000  0.025    0.022  0.007  0.011  0.005 
GM3 34:1;2  2.755  0.686  8.201  1.022  5.228  1.445  4.367  0.844 
GM3 35:1;2    0.024 0.001 0.015  0.004
GM3 36:1;2  0.041  0.009  0.061  0.026  0.036  0.002  0.032  0.007 
GM3 38:1;2  0.042  0.010  0.244  0.082  0.131  0.038  0.118  0.041 
GM3 40:2;2  0.010  0.008 0.037 0.034 0.010 0.035  0.011
GM3 40:1;2  0.054  0.029  0.398  0.034  0.227  0.094  0.224  0.037 
GM3 41:2;2          0.023  0.005  0.024  0.008 
GM3 42:2;2  0.831  0.176 1.782 0.154 1.392 0.589 1.411  0.242
GM3 42:1;2  0.335  0.003 0.913 0.030 0.571 0.297 0.560  0.136
GM3 43:1;2          0.004  0.001     
GM3 44:2;2          0.020  0.003     
Chol  28.778  1.457 42.097 2.626 43.577 1.762 42.413  1.938
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